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La lubina, conocida popularmente como robalo en Andalucía, es un pez 
marino, costero, perteneciente a los Teleósteos, Orden Perciformes, Familia Moro-
nidae, género Dicentrarchus, especieD.labrax (Linneo, 1758). De este mismo género 
existe sólo otra especie: D. punctatus (Bloch, 1792), con la que la lubina presenta 
claras diferencias morfológicas que permiten distinguirlas. 
Esta especie es típicamente errática y está presente en el Atlántico a partir 
de los 30° latitud Norte (Costas de Marruecos), hasta 55° latitud Norte (Mar de 
Irlanda, Mar del Norte, Báltico). Se encuentra asimismo distribuida por todas las 
costas mediterráneas (Tortonese, 1986). 
La información existente sobre su biología en el medio natural es cada vez 
más abundante, y ha sido recopilada por Barnabé (1986) y San Feliu (1987). Estos 
autores la describen como una especie bisexuada ubiquista, euriterma y eurihalina, 
que puede adaptarse al agua dulce, por lo que además de encontrarse en las lagunas 
costeras y desembocaduras de los ríos, puede incluso remontarlos a lo largo de varios 
kilómetros. 
La puesta tiene lugar una vez al año en zonas rocosas del litoral, si bien 
también se ha descrito que ocurre en la desembocadura de los ríos y estuarios 
(Barnabé, 1986). En el Mediterráneo ésta se produce en invierno, de Diciembre a 
Mayo, aunque en latitudes más elevadas como el Mar de Irlanda puede retrasarse 
hasta Junio. Los huevos presentan en su interior dos o tres gotitas lipídicas que les 
permiten flotar y ser arrastrados por las corrientes marinas, formando parte del 
plancton. 
En los meses de Febrero y Marzo los adultos abandonan las áreas de puesta 
y se dispersan por los fondos rocosos de poca profundidad y también por las playas 
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arenosasJ actuando como grandes depredadores. Los adultos se desplazan más que 
los juveniles y lo hacen sin rutas definidas. En los meses de MayoJ Junio y Julio los 
estados larvarios y juveniles penetran en las lagunas litorales. En otoño se produce 
una migración inversa y los juveniles abandonan los estanques costeros y penetran 
en el mar hacia las zonas de puesta para pasar el inviernoJ donde se agruparán con 
los adultos. 
Sus desplazamientos están condicionados en definitiva por sus dos imperativos 
biológicos más importantes: la nutrición y la reproducción. Fuera de la época de 
puesta se pueden encontrar en cualquier zona donde puedan encontrar alimento. La 
maduración sexual y la reproducción parecen exigirJ sin embargoJ condiciones más 
estrictas del medio como temperaturaJ oxígeno yalimentaciónJ que de hecho limitan 
su distribución geográfica en esta época. La madurez se alcanza generalmente a los 
dos años en los machos y a los tres en las hembras. 
Los adultos pueden alcanzar hasta un metro de longitud y su carne es de 
excelente calidad por lo que es muy apreciada para el consumoJ habiendo aumentado 
su demanda en Europa de forma notable. Sin embargoJ su explotación en pesquerías 
es poco importante dada su escasez y falta de organización en cardúmenesJ por lo que 
las capturas se hacen fundamentalmente mediante pesca deportiva. La disponibi-
lidad de especímenes para un suministro continuo ha planteado la necesidad de su 
cultivo en granjas que ofrece grandes expectativas económicasJ siendo de hecho el 
primer pez marino que se explota a escala comercial en Europa (Bromage y cols. J 
1988)J destacando Italia y Francia como países más productores. Concretamente en 
nuestro país su explotación en cultivo se encuentra en una fase inicial y ha sido 
abordada tanto en granjas dependientes de organismos oficiales como de empresas 
privadas, aunque en los primeros orientada a fines experimentales y no comerciales 
(Figura 1.1). 
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Figura 1.1: Mapa de distribución de empresas y centros públicos que 
cultivan lubina . 
• > Empresas dedicadas a la producción 
O Empresas dedicadas a la producción y a la investigación aplicada 
* Centros públicos dedicados a la investigación aplicada 
La puesta en práctica con éxito del cultivo de la lubinaJ requiere del 
conocimiento y control de distintos aspectos de su biologíaJ habiéndose desarrollado 
a tal fin aquellos relacionados con su reproducción, nutrición y patología (Bamabé 
y Billard, 1984). Merece destacar al respecto la importancia de los trabajos llevados 
a cabo sobre la inducción de la puesta en esta especie en el Instituto de Acuicultura 
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de Torre de la Sal (Castellón) (Zanuy y cols., 1986, 1988; Bromage y cols., 1988; 
Carrillo y cols., 1989). 
Hay que constatar sin embargo la ausencia de datos genéticos sobre la 
misma, limitándose a una publicación que incluye la descripción de su cariotipo 
(Cataudella y cols., 1973), a un estudio electroforético de proteínas séricas y del 
cristalino (Tournamille, 1975), a una nota puntual sobre variabilidad genética 
mediante isoenzimas en una población cultivada de Italia (Cervelli, 1985) y a un 
estudio sobre la variación ontogenética de varios enzimas (Basaglia y cols., 1989). 
Cualquier programa racional de explotación y conservación de esta especie 
debe amoldarse a las recomendaciones de organismos internacionales (EIF ACIF AO, 
1988) formuladas para dar solución a los problemas de reducción de recursos 
genéticos en poblaciones naturales de peces, derivados de distintas actividades 
humanas, las cuales no sólo han alterado la diversidad genética de muchas pobla-
ciones, sino que centenares de poblaciones de peces han llegado incluso a desaparecer 
por contaminación, sobreexplotación, destrucción del hábitat, etc. Dichas reco-
mendaciones van orientadas a la conservación de los acervos genéticos y de la 
diversidad genética de las poblaciones de peces, por lo que el conocimiento de los 
mismos es necesario antes de planificar cualquier programa de explotación. 
La organización de las especies en poblaciones, desde un punto de vista 
genético, se puede asimilar a alguno de los siguientes modelos teóricos (Richardson 
y cols., 1986): 
1 º) Modelo de unidad panmíctica pura. La distribución de los genotipos en la 
población es al azar y la probabilidad de apareamiento con un individuo de un 
genotipo determinado, es equivalente a la frecuencia de ese genotipo en el conjunto 
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de la población. Fue el primer modelo desarrollado y no se cree actualmente que se 
pueda aplicar a la estructura de la mayoría de las poblaciones reales, puesto que 
requiere que la especie esté constituida por una única unidad no diferenciada, es 
decir, la especie entera pueda incluirse en un única población. 
2º) Modelo de subpoblaci6n discreta. La población consta de una serie de 
subpoblaciones dentro de las cuales se dan apareamientos al azar. Las subpoblaciones 
están separadas entre sí por barreras ambientales o de comportamiento que sólo 
permiten una cantidad limitada de migración entre ellas. 
3º) Modelo de aislamiento por distancia. Asume que los organismos móviles 
con una distribución geográfica continua y en un ambiente indiferenciado, se 
distribuyen como adultos reproductores a distintas distancias de sus lugares de 
nacimiento. Esta continuidad de la población no excluye sin embargo la posibilidad 
de que haya distintos niveles de diferenciación genética entre distintas partes de la 
población como consecuencia de los factores evolutivos, determinando un modelo de 
grupos semiaislados. En tal situación no existen subpoblaciones discretas, ni se 
puede considerar que las distintas partes de la población pertenezcan a la misma 
unidad pannúctica, sino que habría una variaciónalélica gradual sin discontinuidades. 
Cualquiera de los dos últimos modelos se adapta, en líneas generales, a 
poblaciones reales de peces, siendo sin embargo la división en subpoblaciones más 
o menos discretas (<<stocks») algo ampliamente aceptado. Las bases genéticas de 
estos «stocks» no están aún bien conocidas, por lo que a la hora de definirlos se han 
generado situaciones confusas (Altukhov, 1981). No obstante, la definición más 
aceptada en el ámbito de la Genética es la propuesta por Ihssen y cols. (1981) que los 
describe como «grupo intraespecífico de individuos que se aparean al azar, con 
integridad espacial y temporal». La ventaja de este concepto frente a otros es que 
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permite relacionar a través de mecanismos bien conocidos de genética de poblacio-
nes, la diversidad genética de una población de peces con las distintas actividades 
humanas que pueden incidir sobre dicha diversidad. Por ello y desde un punto de 
vista práctico, consideramos al «stock» como unidad de subdivisión de una población. 
La diversidad gen tica de una población está determinada en parte por su 
estructura genética (Wright, 1951), siendo los aspectos de su estructura más 
relevantes al respecto: lE composición en edad, proporción sexual y grado de 
subdivisión de la población. Como lo más probable es que los apareamientos no 
ocurran completamente al r zar en ninguna población de peces, ello generaría según 
el modelo anterior un grado de subdivisión que puede ser muy variable. La 
persistencia del estado de subdivisión de una población ha sido asociada con la 
estabilidad de su diversidad genética. Altukhov (1981) y Giesel (1974) han demos-
trado teóricamente que el polimorfismo, relacionado con la subdivisión en poblaciones, 
aumenta la estabilidad poblacional. Dicho de otra manera, la subdivisión en 
poblaciones es una propiedad adaptativa de las especies (Wright, 1977). 
Para comprender CÓlao se puede ver afectada la variabilidad, al alterar la 
estructura genética de las poblaciones, hay que considerar previamente los procesos 
que regulan las frecuencias génicas. De acuerdo con Wright (1951) estos procesos 
pueden clasificarse en direccionales: selección y migración (flujo genético), y no 
direccionales: deriva (error de muestreo y efecto fundador). La forma en que estos 
procesos afectan a la diversidad de las poblaciones es bien conocido en la teoría 
genética (Wright, 1951; Falconer, 1960) yal interaccionar con el estado de subdivisión 
de la población pueden afectar su diversidad g~nética. 
Las actividades humanas que conllevan la explotación piscícola pueden 
incidir de varias maneras en estos procesos genéticos. La selección, o proceso por 
--
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el que se limita la contribución de un genotipo a futuras generaciones, es la vía más 
frecuente de interacción humana con las poblaciones de peces, creando presiones de 
selección adicionales a las existentes en el ambiente natural como: pesca selectiva de 
tallas (McDonald, 1981), o eliminación de hábitats o estrés por contaminación 
(Saunders, 1981). En cualquier caso produciría cambios en la eficiencia biológica de 
los distintos genotipos con lo que las frecuencias génicas cambiarían hasta llegar a 
una situación de equilibrio. La selección artificial es después de todo un condicionante 
humano directo de la eficiencia biológica de los distintos genotipos de un «stock» y ha 
sido utilizada en cultivos para: aumentar el peso corporal (Kinghorn, 1983), modi-
ficar la época de puesta (Gjerde, 1984), o aumentar la abundancia de variantes 
genéticas raras para usarlas como marcadores (Utter y cols., 1976). 
Dado que la selección artificial puede actuar además sobre tamaños efectivos 
de la población pequeños, originaría en estas condiciones una disminución muy 
rápida de la diversidad genética debido al efecto simultáneo de la deriva genética. 
El flujo genético entre «stocks» es el determinante primario del carácter 
discreto de los «stocks» individuales. Cuando el flujo aumenta entre «stocks» , 
aumenta la similitud entre ellos y, en este sentido, el flujo neutralizaría los efectos 
diferenciadores de la selección y de la deriva. Sin embargo, las tasas de migración 
entre «stocks» no son constantes, sino que están influidas por cambios en las 
condiciones ambientales y en la densidad de poblaciones. Todas las actividades 
humanas que puedan afectar al flujo genético, bien directamente, eliminando o 
creando barreras, o indirectamente, a través de cambios en la densidad de las 
poblaciones: sobreexplotación, transplante de «stocks» exóticos (Altukhov, 1981), 
introducción de estirpes cultivadas (Ryman y St8.hl, 1981) o en las condiciones 
ambientales, pueden de algún modo alterar la diversidad genética de la población. 
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Conviene llegado este punto diferenciar el flujo genético como tal, de los 
procesos de migración y dispersión de individuos, ya que estos últimos no tienen por 
qué conllevar intercambios genéticos, aunque sí son esenciales para que este 
intercambio ocurra. Existe al respecto una casuística abundante en peces, ilustrativa 
de que este desplazamiento de individuos entre distintas áreas no conlleva flujo 
genético (McLean y cols., 1981). Concretamente, el comportamiento de algunas 
especies de volver a reproducirse al lugar de nacimiento (<<natal homing») o la vuelta 
repetida de los adultos a un lugar de puesta concreto distinto al de nacimiento, 
restringen el flujo genético. 
El último proceso que puede vincular las actividades humanas de explota-
ción de peces con la diversidad genética es la deriva genética, que consiste en la 
dispersión de las frecuencias alélicas en el tiempo y en el espacio. La pérdida de 
variabilidad genética en poblaciones finitas a través de deriva, se asocia con la 
variabilidad en el muestreo (Falconer, 1960), habiendo dos aspectos importantes en 
esta pérdida de variabilidad. Primero, en cada generación puede haber una pérdida 
de heterocigotos debido a consanguinidad aleatoria y, segundo, en cada generación 
existe la posibilidad de que un alelo se pierda de la población. En ambos casos, los 
cambios de variabilidad genética entre generaciones es inversamente proporcional 
a dos veces el tamaño efectivo de la población, considerando como tal a la contribución 
relativa de cada sexo a la siguiente generación (Falconer, 1960). 
Aplicando estas dos consecuencias de la deriva a una población subdividida, 
cada «stock» individual puede sufrir una merma de variabilidad genética en cada 
generación, tanto a través de la reducción de. heterocigotos, como por pérdida de 
algunos alelas. Es decir, cada «stock» se comportaría como una unidad independiente 
respecto a la deriva, por lo que un complejo de «stocks», o una población subdividida 
en «stocks», permitiría mantener una mayor variabilidad que una población panmíctica 
INTRODUCCIÓN 11 
de tamaño equivalente (Falconer, 1960). Las actividades humanas pueden por lo 
tanto acelerar el proceso genético de deriva de forma significativa siempre que las 
densidades de los «stocks» sean bajas, con tamaños efectivos de la población de 100 
individuos o menos, dependiendo de las frecuencias alélicas. El efecto más dramático 
se puede producir en cultivos de criaderos (<<hatcheries») (Hynes y cols., 1981) 
Valorando conjuntamente la influencia de todos los procesos genéticos en la 
diversidad genética, surge una especial preocupación hacia la rehabilitación de 
algunas especies y la protección de otras. En relación con la rehabilitación, es 
importante conocer si un «stock» representa o no una unidad de adaptación biológica 
única. Altukhov (1981) sugiere que fijarse en un único «stock» es inapropiado y que 
en cambio un complejo de «stocks» es mucho más fiable para asegurar la adaptación 
de una especie. Con independencia del significado concreto que se quiera dar a la 
adaptación, la respuesta de una especie a una situación de estrés motivada por 
actividades humanas, dependerá en gran medida de sus disponibilidades de varia-
bilidad genética y fenotípica. Fisher (1930) argumenta que la tasa de evolución es 
directamente proporcional a la varianza genética, y Wright (1977) ha añadido que las 
circunstancias que conducen a una rápida evolución son los procesos de subdivisión 
de la población, así como condiciones ambientales variables para cada subunidad de 
población. Asumiendo una relación directa entre capacidad de adaptación y diver-
sidad genética, se deberá esperar por lo tanto que algunas especies sean más 
tolerantes al estrés inducido por la manipulación humana que otras. De hecho, los 
valores de variabilidad genética en peces abarcan un rango muy amplio de variación, 
de acuerdo con la enorme heterogeneidad ecológica, característica de este grupo. 
Por lo tanto, si uno de los objetivos de la explotación debe ser la preservación 
del potencial adaptativo de una especie, ésta sólo será posible a través de la 
conservación de la diversidad genética y la protección de su estructura en «stocks». 
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En los últimos 20 años se han empleado métodos diversos para tratar de 
identificar «stocks». Uno de ellos se basa en el uso de distintos tipos de marcas que 
permiten seguir los movimientos migratorios de los peces (Kennedy y Fitzmaurize, 
1972; Rolden y Williams, 1974). Los inconvenientes de este método es su gran 
laboriosidad y el riesgo de que algunos tipos de marcas puedan perderse. Otro método 
alternativo se basa en el uso de marcadores (caracteres) morfométricos y merísticos 
(Ihssen y cols., 1981). Las limitaciones de este método se deben a que estos caracteres 
se ven muy influidos por factores ambientales y no nos pueden dar información real 
sobre las relaciones genéticas entre «stocks». 
Parece por lo tanto que los métodos ideales de identificación de «stocks» serán 
aquellos que permitan acceder al propio material genético, obviando así los factores 
ambientales que influyen en la expresión de caracteres exofenotípicos (morfológicos). 
En este sentido, la electroforesis ha abierto nuevas vías para obtener datos genéticos 
de variabilidad de las poblaciones, mediante la discriminación de variantes genéticas 
de proteínas solubles, habiéndose erigido como método tradicional en los estudios de 
genética de poblaciones en gran número de organismos. 
Rartl y Clark (989) valoran esta técnica como «el procedimiento más útil 
para revelar variación genética». Su mayor ventaja reside en el gran volumen de 
datos que pueden obtenerse con un reducido esfuerzo y en corto espacio de tiempo, 
es decir, su gran productividad. Sin embargo hay que admitir ciertas limitaciones 
debidas a la relativa insensibilidad del procedimiento para detectar la variación real 
(Utter y cols., 1987). La información última que se pretende obtener en genética de 
poblaciones es la secuencia de bases del ADN de los distintos individuos, bien de un 
modo directo o indirecto. Las sustituciones de aminoácidos en las proteínas detec-
tables por electroforesis son un reflejo indirecto de los cambios de bases en la 
INTRODUCCIÓN 13 
secuencia de ADN. Sin embargo, no todas los cambios de bases implican un cambio 
de aminoácidos y a su vez, no todas las sustituciones de aminoácidos implican 
cambios en la carga neta de las proteínas que se puedan detectar mediante 
electroforesis. Lewontin (1974) estimó que debido a las razones anteriormente 
apuntadas, sólo se detectan 1/3 de las sustituciones de aminoácidos con esta técnica. 
Sin embargo, ésta es sólo una estimación teórica ya que existen cambios de 
aminoácidos que afectan la estructura terciaria de la proteína y no a la carga neta, 
que pueden dar sin embargo distintas migraciones (Brewer y Sing, 1970). Otra 
limitación adicional es la representatividad de la muestra de loci analizables con 
respecto al conjunto del genoma, ya que aun cuando se analice una muestra de 100 
loci, ésta representará menos del 1% del total de genes de cualquier organismo 
diploide (Crow, 1976). Por otro lado sólo se analiza aquella porción del genoma que 
es traducida en proteínas que son solubles. 
Por lo tanto, las diferencias detectadas mediante electroforesis, entre indi-
viduos o poblaciones, hay que interpretarlas como indicadores positivos de las 
diferencias genéticas, mientras que su ausencia no se puede interpretar en términos 
de una identidad genética a nivel del ADN. 
Las variantes proteicas alozímicas detectadas por electroforesis parecen 
tener un efecto pequeño o nulo en la eficiencia biológica de los individuos (N ei, 1983), 
por lo que desde el punto de vista de aplicación práctica de los datos electroforéticos, 
es aceptable como primera aproximación que tal variabilidad es selectivamente 
neutra. No obstante, se han detectado «in vitro» variaciones en la actividad catalítica 
de algunos enzimas tanto con formas-electroforéticas idénticas como distintas (Klar 
y cols., 1979; Panepucci y cols., 1987). Esta función diferencial podría sugerir el 
carácter adaptativo de algunas variantes alélicas, si bien para llegar a una situación 
concluyente habría que demostrar «in vivo~> esas diferencias funcionales. 
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Los campos de aplicación de los estudios electroforéticos llevados a cabo en 
peces cubren aspectos muy variados de su biología: 
1) Esta metodología ha sido muy valiosa en la identificación de poblaciones 
de una misma especie, gracias al hallazgo de «loci diagnósticos». Allendorf y cols. 
(1976) encontraron que coexistían dos poblaciones de truchas en el mismo lago 
completamente aisladas reproductivamente, una homocigótica para el alelo 
LDH-l*100 y otra para el aleloLDH-l*240, existiendo además entre ellas diferen-
cias importantes en cuanto a la tasa de crecimiento. En otros casos la separación de 
poblaciones ha tenido que establecerse en base a diferencias cuantitativas (Kornfleld 
y cols., 1982; StAhl, 1983; Grant y StAhl, 1988; Davidson y cols., 1989; Koljonen, 
1989), mientras que en otros no ha sido posible delimitar poblaciones de áreas 
geográficas muy separadas, a pesar de haber analizado una amplia muestra de loci 
polimórficos (Grant, 1985; Grant y cols., 1987a, 1987b; Seeb y Gunderson, 1988). 
2) Los estudios que tratan sobre la compleja interacción genotipo-ambiente 
son un campo gratificante para la aplicación de estos métodos genético-bioquímicos. 
En aquellos casos en que se puede demostrar una correlación entre frecuencias 
alélicas y variables ambientales que afectan su función óptima los polimorfismos 
enzimáticos podrían interpretarse por criterios adaptativos (J ohnson, 1971; Hedrick 
y cols., 1976; Koehn y cols., 1976). Si bien en peces no se ha podido llegar a demostrar 
de forma concluyente las bases selectivas del polimorfismo enzimático, en el caso del 
mejillón (Mytilus edulis) se ha evidenciado el carácter adaptativo del alelo LAP*34, 
cuyo producto posee una acción catalítica mayor que los de las demás variantes 
alélicas y se ve favorecido en ambientes de alta salinidad (Koehn e Immermann, 
1981). 
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3) Los datos de genética bioquímica pueden ser también aplicables a diversos 
aspectos de la acuicultura relacionados con: la detección de consanguinidad (Allendorf 
y Phelps, 1980; Cross y King, 1983; Vuorinen, 1984; Verspoor, 1988), identificación 
y registro de estirpes reproductoras (StAhl, 1983; Macaranas y Fujio, 1990) y estima 
de diferencias entre «stocks» entre otros (Ryman y StAhl, 1980; Taniguchi y cols., 
1983; Koljonen, 1989; Davidson y cols., 1989). En algunos casos también han sido 
útiles para comprobar una mayor estabilidad en determinadas características 
morfológicas asociada con un aumento de la heterocigosidad (King, 1985; Leary y 
cols., 1985b; Blanco y cols., 1990). 
Sin embargo, con esta metodología y él pesar de lo que hubiera sido deseable, 
no se ha logrado establecer asociaciones útiles entre variantes electroforéticas y 
características deseables en producción (Bell y cols., 1982; Ryman y cols., 1984; 
Beacham y With1er, 1985a, 1985b). 
4) También se han detectado y estudiado híbridos entre especies mediante 
este tipo de métodos (Cross, 1978; Beck y cols., 1983, 1984; Campton y Utter, 1985; 
Sakai y Hamada, 1985; Casselman y cols., 1986; Brummett y cols., 1988). 
5) La variabilidad enzimática, tanto intra como interespecífica, ha sido 
también de gran utilidad para realizar estudios de ligamiento genético (Kornfield y 
cols., 1981; Allendorfy cols., 1986) y de evolución génica, sobre todo por procesos de 
duplicación (Avise y Kitto, 1973; Buth, 1979, 1983; Crabtree y Buth, 1981). 
6) Se pueden a su vez utilizar las diferencias proteicas entre especies como 
carácter para identificar las propias especies (Taniguchi y Morita, 1979; Ferguson, 
1981; McAndrew y Majumdar, 1983; McGlade y cols., 1983; Ryman, 1983; Sakai y 
Hamada, 1985; Taniguchi y cols., 1986; Leary y cols., 1987), así como para establecer 
relaciones filogenéticas entre ellas. 
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De todos los aspectos de la biología de los peces en que la electroforesis ha sido 
útil, en la actualidad se está incidiendo sobre todo en aquellos de tipo práctico, 
relacionados con la explotación de poblaciones naturales (pesca) y con la explotación 
intensiva (cultivos). 
Con respecto a la lubinL; que ha sido declarada especie prioritaria para 
cultivos intensivos en nuestro país y otros de la Comunidad Europea, existe una 
situación peculiar, en el sentido de que se dispone de gran cantidad de información 
sobre algunos aspectos de su bioJ "lgía y sin embargo existe una gran laguna en todo 
lo que se refiere a su genética (ter pág. 6). Es por ello que este estudio lo hemos 
planteado como un primer intent de aproximación a los recursos genéticos de esta 
especie, en un momento crítico ae los inicios de su explotación en acuicultura, a 
través de la consecución de los sivuientes objetivos. 
Conviene aclarar llegad(¡ este punto que para el planteamiento de los 
objetivos nos hemos visto condicil lados a las disponibilidades del material. 
1 º) Optimizar las técnicas de electroforesis horizontal en geles de acrilamida 
y almidón, para el análisis de loci enzimáticos de la lubina. 
2º) Investigar la estructura genética de poblaciones naturales mediante el 
análisis de muestras de las mismas. 
3º) Investigar la estructura genética de un «stock» cultivado mediante el 
análisis de una muestra del mismo. 
4º) Valorar el sistema de cultivo de este «stock» comparando los resultados 
con los de las muestras naturales. 
• 
INTRODUCCIÓ.A.' 17 
52) Proyectar nuestros resultados en futuros programas de explotación de 
esta especie, basados en el respeto por sus recursos genéticos. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 
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2.1. MATERIAL 
El material elegido para este estudio ha sido la lubina o robalo, Dicentrarchus 
labrax L. (Figura 2.1), de la que se han estudiado cuatro muestras, tanto de 
poblaciones naturales como artificiales, que proceden de diferentes puntos del litoral 
español y que hemos denominado según su origen (Figura 2.2): 
Figura 2.1:Dicentrarchus labrax L. 
ATL 1: Constituida por 100 especímenes entre 1 y 2 años, tomados al azar en 
1987, a partir de unos 2000 individuos que habían sido capturados 
por pesca de arrastre en la desembocadura del Río Barbate, Barbate 
de Franco (Cádiz), y mantenidos durante un periodo aproximado de 
un año, en el Centro Experimental «El Toruño)), PEMARES, Puerto 
de Santa María (Cádiz). Algunos de estos especímenes fueron utili-
zados en exposiciones organizadas por el citado organismo. 
ATL2: Formada por 100 individuos entre 1 y 2 años tomados al azar en 1988 
a partir de una muestra más amplia capturada por pesca de arrastre 
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en la desembocadura del Río San Pedrot Golfo de Cádiz (Cádiz)t y 
mantenidos durante aproximadamente un añot en el Centro Experi-
mental «El Toruño»t PEMARES, Puerto de Santa María (Cádiz). 
o 
<lo 
o 
• 
cI--MED 
Figura 2.2: Mapa de distribución de las cuatro poblaciones de lubina muestreadas. 
CAN: Muestra de 20 individuos entre 3 y 4 años cedidos en 1989 por la 
granja «Golden Sea Produce!"»., Hunterston (Escocia). Estos especí-
menes formaban parte de un lote más numeroso y habían sido 
trasladados en estado de alevín desde la empresa Tinamenor, S.A. 
(Santander). Esta empresa se dedica ala producción y comercialización 
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de alevines de lubina descendientes de reproductores que proceden 
exclusivamente del medio natural. 
MED: Muestra de 100 individuos entre 1 y 2 años tomada en 1990 de una 
población cultivada en el Centro del Mar Menor, Instituto Español de 
Oceanografía, Lo Pagán (Murcia). Los reproductores proceden tanto 
del medio natural como de la producción del propio Centro, siendo 
estos últimos mucho más abundantes. 
La elección de las poblaciones ha estado condicionada por las disponibilidades 
de los respectivos Centros mencionados. 
2.2. MÉTODOS 
Dado que la metodología no ha sido única, es necesario desglosar cada etapa 
para cada una de las poblaciones estudiadas. 
2.2.1. Trapsporte y procesado del material: 
2.2.1.1. Muestra ATL1: 
La muestra se trasladó hasta el Laboratorio de Genética de la Universidad 
de Málaga en un vehículo, propiedad de PEMARES, perfectamente equipado para 
el transporte de peces vivos. En el Laboratorio de Genética los especímenes se 
mantuvieron en condiciones óptimas en varios acuarios marinos hasta su sacrificio. 
La disección de la mayoría de los especímenes se realizó en fresco sin 
anestesia previa a fin de evitar cualquier efecto negativo sobre su fisiología. A cada 
individuo se le extrajeron los siguientes órganos: hígado, bazo, riñón, corazón, 
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cerebro, ojos y músculo esquelético dorsaL Éstos se lavaron inmediatamente en 
tampón de homogeneización (TRIS-HCl 0,1 M pH 7,0) a 4°C para despojarlos de 
restos de sangre y de otros fluidos contaminantes. También se eliminaron los tejidos 
circundantes a cada órgano: músculos oculares y cordón nervioso de los ojos; vesícula 
biliar del hígado; piel externa del músculo esquelético; etc. A continuación se 
introdujeron por separado en tubos reforzados de centrífuga de 15 ml, se pesaron y 
se les añadió el mismo peso de tampón de homogeneización a 4°C. 
Cada tejido se trituró con un homogeneizador Ultraturrax (modelo T25; 
Janke and Kunkel, Ika) con dispersor de 8 mm de diámetro (modelo S25N8G; Janke 
and Kunkel, Ika) a 28.000 r.p.m., manteniendo tanto el tubo con el material como el 
vástago a una temperatura próxima a O°C para evitar la desnaturalización del 
extracto. Para ello el tubo se mantenía en hielo picado y el vástago se introducía en 
un arcón congelador (Koxka) a -40°C durante 5 minutos entre muestras consecutivas. 
Posteriormente se centrifugaban lotes de 8 tubos en una centrífuga Selecta (Centronic 
S577, con cabezal basculante para 8 tubos) no refrigerada a 2.000 r.p.m. durante 20 
minutos. La cubeta interior se enfrió previamente introduciendo unos bloques 
refrigerantes de medio litro congelados a -40°C. Las vainas que sujetan los tubos en 
la centrífuga se enfriaron a -40°C entre dos centrifugaciones sucesivas. 
Al finalizar la centrifugación, el sobrenadante se había separado de la 
fracción sólida sin que la temperatura hubiera superado los 15°C. El sobrenadante 
se distribuía en alícuotas de 20 Jll dentro de tubos «eppendorf», que se habían 
marcado con un rotulador de escritura indeleble con una inicial correspondiente al 
órgano y un número indicativo del individuo al que pertenecía el órgano. Estas 
alícuotas se congelaron inmediatamente a -40°C, hasta su posterior utilización en un 
tiempo no superior a 6 meses. Con esta separación en alícuotas se evitaba la repetida 
congelación/descongelación de las muestras. 
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Cuando por razones de operatividad los especímenes tuvieron que ser 
congelados antes de la disección, o cuando los órganos fueron congelados antes de su 
homogeneización fue necesario incluir en el protocolo un paso adicional de congela-
ción/descongelación. 
2.2.1.2. Muestra ATL2: 
Los 100 individuos de esta muestra fueron diseccionados en un laboratorio 
del mismo Centro experimental de PEMARES. Los órganos extraídos fueron: hígado, 
bazo, riñón, corazón, ojo y músculo esquelético. Cada órgano se lavó en tampón de 
extracción (TRIS-HCl 0,1 M pH 7,0) a 4°C y se guardó en un tubo de plástico de 5 mI 
con tampón cerrado herméticamente. Cada tubo se marcó como en la muestra ATL1 
y se congeló inmediatamente en una cámara a -20°C. 24 horas después de haber 
congelado el último órgano, los tubos se pasaron a una nevera portátil con hielo para 
su trasporte por carretera hasta nuestro laboratorio. Al llegar al laboratorio los 
tejidos se almacenaron a -40°C. 
Para procesar el material cada órgano se descongeló en el frigorífico, se 
separó del tampón de extracción con el que se había transportado y se introdujo en 
un tubo de plástico de 5 mI o de cristal de 15 mI (dependiendo del tamaño del órgano). 
Después de pesar cada órgano, se le añadió el mismo peso en tampón de extracción. 
El material se homogeneizó con el «ultraturrax» en condiciones refrigeradas y se 
traspasó a tubos reforzados de centrífuga de 8 mI. El homogeneizado se centrifugó 
a 3.000 r.p.m. en una centrífuga Selecta refrigerada (Macrofriger) con capacidad 
para 96 tubos. El sobrenadante se distribuyó en alícuotas de 20 J,11, dentro de tubos 
«eppendorf~~ convenientemente marcados, que inmediatamente se congelaron y 
mantuvieron a -40°C hasta su utilización. 
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2.2.1.3. Muestra CAN: 
Los 20 individuos de esta muestra se recogieron en una granja de Escocia a 
80 Km del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling y se transportaron 
hasta el Laboratorio de Genética del citado Centro, bien en bolsas con agua de mar 
cerradas herméticamente a las que se les había insuflado oxígeno, bien dentro de 
hielo picado para que los especímenes se mantuvieran en estado de vida latente. 
Una vez en el Instituto, los individuos transportados en las bolsas se 
reanimaron introduciéndolos en agua de mar artificial, donde se mantuvieron hasta 
el momento de su sacrificio. Los individuos transportados en el hielo llegaron vivos 
y se sacrificaron inmediatamente. 
Los órganos extraídos (hígado, bazo, corazón, sangre, ojo, músculo esquelético 
y estómago) se lavaron en agua destilada para eliminar la sangre y se limpiaron de 
otros tejidos contaminantes. Se secaron sobre papel secante y se introdujeron en 
tubos «<eppendorD) convenientemente etiquetados. Los tubos se mantuvieron en hielo 
picado y posteriormente se guardaron en un congelador a -30°C hasta su utilización. 
2.2.1.4. Muestra MED: 
Los 100 individuos de esta muestra fueron sacrificados en el mismo Centro 
de su recogida. A cada individuo se le extrajeron el hígado, riñón, estómago, corazón, 
sangre, ojo y músculo esquelético. Cada órgano se limpió de otros tejidos contami-
nantes y se enjuagó en agua destilada, se secó sobre papel de filtro y se introdujo en 
tubos «<eppendorf» convenientemente etiquetados. Todas las muestras eran inmedia-
tamente congeladas a -20°C. 
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El traslado de este material hasta nuestro laboratorio se realizó por carrete-
ra en neveras portátiles con hielo seco, en donde se guardaron a -40°C hasta su 
utilización. 
2.2.2. Elootroforesis horizontal de isoepzjmas 
2.2.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida: 
La técnica empleada fue una modificación de la de Gahne y cols. (1977) según 
el protocolo que se describe a continuación, y se aplicó a ATL1 para los 14 sistemas 
enzimáticos analizados, así como a ATL2 y MED para la Aspartato aminotransferasa. 
Para su optimización se aplicó a los 7 órganos de 4 individuos a fin de detenninar 
aquellos tejidos en los que se obtenía mayor actividad y/o mejor resolución para cada 
uno de los sistemas enzimáticos. Posterionnente se aplicó sólo a los órganos más 
resolutivos. 
2.2.2.1.1. Preparación del ~el: 
2.2.2.1.1a. Tampones y soluciones: 
Se usó un sistema de tampones discontinuos en el que el tampón del gel es 
TRIS-Sulfúrico 0,094 M, pH 7,85 y el tampón de las cubetas TRIS-Bórico 0,065 M, 
pH 9,0. 
Se dispone de las siguientes soluciones madre: 
A- 32 g de Acrilamida 
0,8 g de N,N'-Metilenbisacrilamida 
Hasta 100 mI con agua desionizada 
Filtrar a través de papel Whatman nº4 
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B- 25 ml TRIS 1,5 M 
45 ml agua desionizada 
500111 de N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 
150111 de 2-Mercaptoetanol 
Ajustar a pH 7,85 con Ácido Sulfúrico al 20% 
Hasta 100 mI con agua desionizada 
e-200 mg de Persulfato Amónico 
90 mI de agua desionizada 
Hasta 100 mI con agua desionizada 
Estas soluciones se mantienen hasta 1 mes a 4°C en botellas topacio o 
tapadas con papel de aluminio. 
Las soluciones de trabajo del gel se preparan a partir de las soluciones madre 
justo antes de usarlas y a temperatura ambiente, según el protocolo de la siguiente 
Tabla. 
Sol. Conc. Sol. A Sol. B Agua Sol. e Vol. final 
Trabajo Acril.(%) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) 
1 12 8,625 5,750 2,875 5,750 23 
JI 5 0,625 1,000 0,375 1,000 4 
IJI 8 1,000 1,000 1,000 1,000 4 
2.2.2.1.1b. Molde: 
El molde para el gel está formado por un cristal de 220 x 220 mm sobre el que 
se coloca un marco formado por la sobreposición de ocho hojas de papel parafinado 
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(rollo de 50 cm x 10 m de Parafilm) que deja un hueco de 180 x 170 x 1 mm. Encima 
se coloca otro cristal de 210 x 210 mm y el conjunto se mantiene unido con pinzas para 
papel por los cuatro lados. El marco de papel parafinado tiene una hendidura de 20 
mm en la esquina superior derecha, por donde se introducen las soluciones de trabajo 
antes de que polimericen (Figura 2.3). 
2.2.2.1.1c. Formaci6n del gel: 
El molde se coloca verticalmente con la hendidura en la parte superior. 
Primero se preparan las tres soluciones sólo parcialmente (1, 11, Y 111), mezclando 
para ello en un vaso de precipitados sus respectivos componentes, menos la solución 
C. Se vierte en el molde 1 ml de isobutanol y a continuación se añade la solución e 
a la presolución I y con una pipeta se introducía esta mezcla (Sol. 1) en el molde hasta 
una altura de 130 mm (Figura 2.3). El isobutanol queda sobre ella impidiendo el 
contacto directo con el aire. A los 10 o 15 minutos se produce la gelificaCÍón de esta 
fase. Acto seguido se prepara la Sol. 11 mezclando bien la presoluCÍón 11 con la Sol. 
C que se vierte en el molde hasta un nivel 20 mm por encima del borde de gelificación 
de la fase 1. Finalmente se prepara la Sol. 111 (presolución 111 + Sol. C) y una vez 
gelificada la fase II (entre 5-10 minutos) se añade hasta rellenar por completo el 
molde, para lo que hay que eliminar previamente el isobutanol invirtiendo la placa. 
El orificio de entrada se sella con plastilina y se deja la placa a temperatura 
ambiente durante un mínimo de 90 minutos a partir del momento de la gelificación 
de la tercera fase. Completada la polimerización, se retiran las pinzas, se envuelve 
en papel de filtro y se introduce en el frigorífico a 4°C hasta su utilización dentro de 
las 24 horas posteriores. 
220 
mm 
20 1 
mm 
( 
Fase III 
Fase II 
Fase 1 
220rnm 
Figura 2.3: Molde para los geles de poliacrilarnida. 
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2.2.2.1.2. ColocaciÓn de los extractos enzimáticos en el "el: 
Se desprende uno de los dos cristales ~el molde haciendo palanca en la 
hendidura con el extremo de unas tijeras. Esta manipulación debe hacerse con cierta 
destreza para controlar sobre cual de los dos cristales queda adherido el gel. El cristal 
con el gel se coloca cara arriba sobre la mesa y se cubre inmediatamente la fase 1, sin 
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dejar burbujas, con una película transparente de PVC (Reynolon) de 30 x 30 cm a fin 
de evitar su desecación. 
Paralelamente se sacan 25-30 alícuotas del congelador, que se dejan des-
congelar a temperatura ambiente. A una altura media de la fase II, se colocan 25-30 
piezas rectangulares de papel Whatman nº3 de 5 x 4 mm, separadas entre sí entre 
1 y 2 mm, estando la primera a 5 mm del borde izquierdo y la última a más de 5 mm 
del borde derecho. Con ayuda de una micropípeta automática se toman 5 J..11 de cada 
muestra con los que se empapan las respectivas piezas de papel, cambiando la punta 
de la micropipeta entre dos muestras consecutivas. Una vez colocadas las muestras 
se extiende la película transparente para cubrir la fase Il, al mismo tiempo que se 
descubre una banda de 2 cm de la fase 1 en el borde opuesto. 
2.2.2.1.3. Desarrollo electroforético: 
2.2.2.1.3a. Preparación de las cubetas: 
Cada cubeta de los electrodos está fabricada de metacrilato y consta de dos 
depósitos conectados entre sí por dos mechas de tela (Figura 2.4). En cada uno de los 
depósitos del cátodo y del ánodo se ponen 250 mI del tampón de los electrodos (TRIS-
Bórico 0,065 M, pH 9,0) previamente enfriado a 4°C, añadiendo además en la cubeta 
del cátodo 6 gotas de una solución saturada de azul de bromofenol como marcador del 
frente. Se introducen las bayetas (Chifonet) de 170 x 160 mm en las cubetas con 
tampón para que se empapen bien, y todo el conjunto se introduce en el frigorífico. 
El gel se coloca sobre las cubetas y se conecta a las soluciones de los electrodos 
con las bayetas, las cuales cubrirán una banda del gel de 2 cm por cada extremo. Las 
bayetas también se cubren con el plástico que sobra por los extremos. 
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Figura 2.4: Cubeta de electroforesis empleada para geles de poliacrilamida. 
2.2.2.1.3b. Condiciones del desarrollo: 
Se aplica una intensidad constante de 5 o 10 mA según se lleve a cabo la 
electroforesis durante toda una noche o durante el día (aproximadamente 18 y 8 
horas respectivamente). A los 30 minutos o 1 hora de iniciada la electroforesis se 
retiran las piezas de papel. Cuando el frente alcanza el extremo de la bayeta del 
ánodo se detiene la electroforesis y se procede a la tinci6n del gel. 
2.2.2.1.4. Tinci6n del¡wl: 
U na vez finalizada la electroforesis, el gel se marca cortando la esquina 
superior izquierda, a fin de reconocer el lado por el que se comenz6 a colocar las 
muestras. Se desprende el gel del cristal y se coloca en una cubeta de acero inoxidable 
donde se vierte la mezcla de tinci6n, específica para el revelado de cada sistema 
enzimático. Los distintos componentes de esta mezcla se pesan y preparan momen-
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tos antes de finalizar la electroforesis y se disuelven en el tampón de tinción 
correspondiente (guardado a temperatura ambiente o a 4°C por un periodo no 
superior a un mes) justo antes de añadírselo al gel. 
Se eliminan las burbujas atrapadas bajo el gel y se incuba a 37°C, en 
oscuridad, durante el tiempo necesario para la aparición de las correspondientes 
bandas enzimáticas. Se probaron 14 sistemas enzimáticos siguiendo los protocolos 
de tinción de la Tabla 2.1, basados en Allendorf y cols. (1977). 
2.2.2.2. Electroforesis en geles de almidón: Método 1. 
El protocolo seguido se basa en el utilizado en el Departamento de Genética 
de la Universidad Complutense de Madrid que fue adaptado a las condiciones de 
nuestro laboratorio. 
Con este método se analizó ATL2 e inicialmente se aplicó a todos los órganos 
de 4 individuos, en 4 sistemas tampón diferentes y para 26 sistemas enzimáticos, a 
fin de determinar los órganos y los sistemas tampón en los que se manifestaba mejor 
resolución y/o mayor actividad. 
2.2.2.2.1. Preparación del ~l: 
2.2.2.2.1a. Tampones y soluciones: 
Se probaron 4 sistemas tampón diferentes: 
A. RID (Ridway y cols., 1970). 
Gel: 0,03 M TRIS 
0,005 M Ácido Cítrico, pH 8,5 
Electrodos: 0,06 M Hidróxido de Litio 
0,3 M Ácido Bórico, pH 8,1 
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Los geles se preparan con un 99% del tampón para el gel 
y un 1% del tampón para los electrodos. 
B. CAM1 (Clayton y Tretiak, 1972). 
Gel: 0,002 M Ácido Cítrico, pH 6,0 
Electrodos: 0,04 M Ácido Cítrico, pH 6,1 
Ambos pHs se ajustan con N-Aminopropilmorfolina 
C. POU (Poulik, 1957). 
Gel: 0,015 M TRIS 
0,0035 M Ácido Cítrico, pH 7,75 
Electrodos: 0,1 M Hidróxido Sódico 
0,3 M Ácido Bórico, pH 8,6 
D. HIS (Brewer y Sing, 1970). 
Gel: 0,005 M L-Histidina HCl, pH 7,0 con NaOH 1 N 
Electrodos: 0,135 M TRIS 
0,043 M Ácido Cítrico, pH 7,0 
2.2.2.2.1b. Molde: 
Se prepara con una placa de metacrilato de 230 x 200 mm sobre cuyos bordes 
se colocan 4 varillas del mismo material, 2 de 170 x 25 x 12 mm y otras 2 de 
200 x 25 x 12 mm, que se sujetan con pinzas para papeles (Figura 2.5). La capacidad 
del molde es de 170 x 140 x 12 mm. 
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Figura 2.5: Molde de almidón empleado en el método 1. 
2.2.2.2.1c. Formación del gel: 
Los geles se prepararon al 11% con almidón de patata hidrolizado para 
electroforesis de la casa SIGMA y el correspondiente tampón para el gel. Para ello 
se pesan 49t5 g de almidón y se pasan a un matraz kitasato de un litro. Se vierten 
450 mI del tampón para el gelt dejándolo resbalar por la pared del matraz a fin de 
arrastrar el almidón adherido. La mezcla se homogeneíza por agitaciónt se tapa el 
matraz con un tapón de goma y el conjunto se pone a la llama de un mechero Bunsen 
agitando continuamente. La mezcla va cambiando su consistencia y se considera 
cocida cuando se hace translúcida y muy fluida. 
La mezcla aún caliente se desgasifica con ayuda de una bomba de vacíot hasta 
que las burbujas desaparecen y la solución hierve homogéneamente. En ese momento 
se desconecta suavemente la manguera de aspiración del matraz. La mezcla se vierte 
de inmediato en el molde hasta que sobresalga por encima de las varillas. Las 
burbujas y grumos (caso de que éstos se formen)t se eliminan con ayuda de una 
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pequeña espátula antes de que la solución comience a solidificar. Se enfría a 
temperatura ambiente y una vez solidificado se cubre con una película de plástico 
para evitar su desecación y endurecimiento, dejándolo así hasta su utilización al día 
siguiente. El gel resultante es de unos 14 mm de grosor, de 140 mm de anchura y de 
170 mm de largo. 
2.2.2.2.2. Colocación de los extractos enzimáticos en el f¡el: 
Al día siguiente se retira la lámina que recubre el gel y con ayuda de un 
bisturí se separa el gel de las varillas. Se retira la varilla anterior y a 50 mm del borde 
inferior se hace un corte paralelo y profundo, de modo que el gel quede separado en 
dos bloques, uno anterior de 50 mm y otro posterior de 120 mm. El anterior se 
desplaza hacia atrás dejando una hendidura de unos 2 cm entre ambos bloques. A 
continuación se introduce el gel en el frigorífico para que se enfríe. 
Paralelamente las muestras (de 25 a 30 tubos) se sacan del congelador y se 
colocan en el frigorífico hasta su descongelación. Una vez descongeladas se introducen 
en los tubos rectángulos de papel Whatman nº3 de 15 x 3 mm, para que se empapen 
de las muestras. El exceso de líquido absorbido por las piezas de papel se escurre 
sobre papel de filtro y éstas se colocan a continuación en la hendidura bien adheridas 
a la pared vertical del bloque posterior. La distancia entre muestras consecutivas es 
de 1 a 2 mm y las de los extremos se sitúan a una distancia mínima de 5 mm de los 
bordes. Los papeles de los extremos y el central se empapan ligeramente con una 
solución saturada de azul de bromofenol con ayuda de un capilar o de una micropipeta 
automática. 
Una vez colocadas todas las piezas de papel, el bloque pequeño se desplaza 
hacia el mayor hasta que las muestras queden atrapadas entre ambos. Para que el 
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ensamblaje sea perfecto se coloca una pieza de bayeta Spontex de 135 x 10 mm 
delante del bloque pequeño que quedará aprisionada al llevar la varilla a su posición 
primitiva. Se colocan de nuevo las pinzas de papel y el gel se cubre con una película 
de plástico excepto una banda de 2 cm de anchura del extremo anterior y del posterior 
respectivamente. 
2.2.2.2.3. Desarrollo electroforético: 
2.2.2.2.3a. Preparación de las cubetas: 
Las cubetas de los electrodos son de metacrilato y poseen un único depósito 
(Figura 2.6), que se llena con unos 250 mI de tampón a 4 oC y donde se introducen las 
bayetas Spontex (150 x 140 mm) para que se empapen con el tampón, metiendo a 
continuación el conjunto en el frigorífico. 
215 mm 
/ ...... . 
65 mm 
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Figura 2.6: Cubeta de electroforesis empleada en los métodos de almidón 1 y 2b. 
2.2.2.2.3b. Condiciones del desarrollo; 
El gel se coloca encima de las cubetas y con las bayetas empapadas de 
tampón, se realiza la conexión del gel a los electrodos, poniendo el polo positivo en 
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contacto con el bloque grande y el polo negativo con el bloque pequeño. Se enciende 
la fuente de electroforesis y se aplica un potencial que depende del tampón empleado. 
Así los geles RID y POU se corren a 250 V, mientras que los geles CAM1 e HIS se 
corren a 150 V. 
La electroforesis para los geles CAM 1 y RID se interrumpe cuando el frente 
se ha desplazado 5 cm desde el origen, mientras que en los geles PO U e HIS se detiene 
cuando el frente se ha desplazado 10 cm. 
2.2.2.2.4. Corte del ~el en lonchas: 
Finalizada la electroforesis se quitan la película y las varillas. Al bloque 
mayor se le corta la esquina posterior izquierda y al bloque menor la esquina anterior 
izquierda, para señalar el lado por el que se comenzó a colocar las muestras. Cada 
bloque se corta en 7 lonchas de 2 mm de grosor, descartándose la loncha superior. El 
corte se realiza con ayuda de unas varillas de metacrilato de 170 x 25 mm y de 2, 4, 
6,8 Y 10 mm de grosor respectivamente, usando para ello una cuerda de bandurria 
n!!l bien tensa y sujeta a los extremos de una sierra para cortar metales conve-
nientemente modificada. Cada pareja de lonchas anterior/posterior se utiliza para 
una tinción diferente. 
2.2.2.2.5. Tinción del eel: 
Los protocolos de tinción de los 26 sistemas enzimáticos revelados aparecen 
en la Tabla 2.2. 
Los distintos componentes de cada tinción se pesan poco antes de que acabe 
la electroforesis y se mantienen en frascos de 125 mI en la oscuridad listos para 
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disolverlos por agitación en su tampón correspondiente en el mismo momento de la 
tinción. La solución preparada se vierte sobre los geles colocados en cubetas de 
metacrilato de 202 x 142 x 12 mm. Las burbujas de aire que queden debajo de los 
geles se eliminan y éstos se incuban a 37°C en oscuridad hasta la aparición de las 
bandas. Cuando éstas aparecen con suficiente nitidez, se toma nota de ellas y se 
realiza una fotografía del gel correspondiente. 
2.2.2.3. Electroforesis en geles de almidón: Método 2a. 
Este protocolo está basado en el que utilizan en el Laboratorio de Genética 
del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling (Escocia), y se aplicó a CAN 
en el citado Centro. Antes de ser utilizado rutinariamente se hicieron pruebas para 
31 sistemas enzimáticos en todos los órganos de 4 individuos con tres tampones 
diferentes, a fin de determinar aquellos que ofrecían mejor resolución y/o mayor 
actividad. 
2.2.2.3.1. Preparación del ~l: 
2.2.2.3.1a. Tampones y soluciones: 
Los tres sistemas de tampones que se emplearon fueron: 
A. CTC (McAndrew y Majumdar, 1983). 
Electrodos: 0,25 M TRIS 
0,075 M Ácido Cítrico, pH 8,0 
Gel: diluir el tampón de los electrodos 1:25 
y reajustar el pH 
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B. TEB (McAndrew y Majumdar, 1983). 
Electrodos: 0,50 M TRIS 
0,016MEDTA 
0,24 M Ácido Bórico, pH 8,5 
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Gel: Diluir el tampón de los electrodos 1:10 
y reajustar el pH 
C. CAM2 (Clayton y Tretiak, 1972). 
Electrodos: 0,04 M Ácido Cítrico, pH 6,1 
Gel: Diluir tampón de los electrodos 1:20, pH 6,0 
Ambos pHs se ajustan con N-3-Aminopropilmorfolina. 
2.2.2.3.1b. Molde: 
El molde está constituido por una placa de vidrio de 220 x 180 mm sobre el 
que se coloca un marco de perspex de 6 mm de grosor y una superficie interna de 
180 x 140 mm (Figura 2.7). Posteriormente se cubre con otro cristal de 220 x 180 mm. 
2.2.2.3.1c. Formaci6n del gel: 
Los geles se preparan al 12% con almidón de patata hidrolizado para 
electroforesis de la casa SIGMA y el correspondiente tampón para el gel. Para ello 
se ponen 26 g de almidón en un matraz kitasato de 500 mI o de 1 litro, y se añaden 
220 mI del tampón correspondiente arrastrando el almidón adherido a las paredes. 
Se homogeneíza bien la mezcla y se calienta a la llama de un mechero agitando 
continuamente. Cuando está cocida se procede a desgasificarla con una bomba de 
vacío, tapando la boca del matraz con un tapón de goma de diámetro mayor al de la 
boca. Cuando la mezcla está desgasificada el tapón se desplaza lentamente para 
permitir la entrada paulatina de aire. 
--
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'----- 180 mm------
----140 mm----
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180 mm 
220 mm 
Figura 2.7: Molde de almidón empleado en los métodos 2a y 2b. 
La mezcla se vierte inmediatamente en el molde y se cubre con el cristal 
tapadera, cuidando que no queden burbujas de aire y desplazando el exceso de 
almidón fuera del molde. Se deja solidificar y enfriar a temperatura ambiente hasta 
el día siguiente. De este modo se obtiene un gel de 180 x 140 x 6 mm. 
2.2.2.3.2. Colocación de los extractos enzimáticos en elllel: 
Al día siguiente se retira el cristal superior y con ayuda de un bisturí se 
separa el gel del marco de perspex. Con un bisturí y una regla se hace un corte 
paralelo profundo a 4 cm de uno de ios bordes de mayor longitud, con lo que se 
obtienen dos bloques de 100 y 40 mm de anchura respectivamente. El gel se mete en 
el frigorífico para que se enfríe. 
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Las muestras se sacan del congelador y se dejan descongelar dentro del 
frigorífico. Durante este tiempo se preparan piezas rectangulares de papel 
Whatman nº42, de 7 x 4 mm aproximadamente, que servirán como soporte para las 
muestras. Una vez descongelados los órganos, se ponen las piezas de papel en íntimo 
contacto con los mismos. Se introducen las muestras en el frigorífico y se esperan 15 
minutos para que las piezas se empapen con el líquido que los órganos sueltan tras 
la descongelación. 
Se saca el gel del frigorífico y se separan los dos bloques de almidón dejando 
un espacio entre ambos de 1 cm. Se sacan las piezas de papel de los tubos con ayuda 
de unas pinzas, se secan muy bien sobre papel secante y se van colocando en la 
hendidura sobre el corte vertical del bloque posterior empezando por el extremo 
izquierdo y separando unas de otras de 2 a 3 mm. La primera y la última deben estar 
a una distancia mínima de 5 mm de los respectivos extremos. Se cierra la hendidura 
quedando las muestras aprisionadas entre los dos bloques. El marco se pone de nuevo 
en su sitio con ayuda de una varilla de perspexde 180 x 10 mm que se interpone entre 
el borde del gel y el marco, y que ayuda a mantener la hendidura bien cerrada. 
2.2.2.3.3. Desarrollo electroforético: 
2.2.2.3.3a. Preparaci6n de las cubetas: 
La cubeta, especialmente diseñada para la electroforesis horizontal en geles 
de almidón, consta de dos depósitos para el tampón (uno para cada polo) y una zona 
intermedia entre ambos para soportar el gel, formando un conjunto compacto y 
cerrado con una tapadera para evitar el riesgo de electrocución. Los depósitos se 
llenan con 250 mi de tampón y se introducen las bayetas de algodón de 190 x 150 mm 
para que se empapen. El gel se coloca entre los dos polos, con la hendidura más cerca 
del cátodo. El gel y las cubetas se conectan por medio de las bayetas empapadas en 
• 
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el tampón, cubriendo una banda del gel de 1 cm de anchura por cada extremo. 
Bayetas y gel se cubren con un plástico, se pone la tapadera del aparato y se introduce 
el conjunto en el frigorífico refrigerado por aire forzado. 
2.2.2.3.3b. Condiciones lkl desarrollo: 
El sistema es conectado a la fuente de electroforesis y el proceso dura 4 horas 
a un voltaje que varía con el tampón utilizado. Así, para TEB y CTC se aplican 150 V, 
que dan entre 40 y 45 mA de salida. Para CAM2 se aplican 100 V con una intensidad 
de salida de 12,5 mA. 
2.2.2.3.4. Corte del ~el en lonchas: 
Una vez finalizado el desplazamiento de las muestras se desconecta la 
fuente, se saca el gel del frigorífico y se quitan el plástico y el marco. Se elimina con 
un bisturí la parte del gel de almidón donde no se han colocado muestras y donde han 
contactado las bayetas. Finalmente se marca el gel convenientemente en las 
esquinas de la izquierda. 
Los papeles se retiran de la hendidura y se seca la superficie superior del gel 
con papel secante. Se cubre con un cristal del mismo grosor que la base, se da la vuelta 
y se desprende el cristal de la base para secar con papel secante la superficie inferior 
del gel y el cristal. Se vuelve el cristal a su sitio y se procede al corte del gel en tres 
lonchas de unos 2 mm de grosor cada una, usando para ello un alambre tensado entre 
dos pivotes colocado a una altura de 113 del grosor de un gel. Los cortes se realizan 
haciendo pasar el gel, situado entre los cristales, dos veces a través del alambre, de 
forma que después del primer corte se le da la vuelta para el segundo. 
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Se retira uno de los cristales y cada par de piezas anterior-posterior de una 
misma loncha se coloca sobre una bandeja para una tinción diferente. 
2.2.2.3.5. Tinción del¡:el: 
En la Tabla 2.3 se incluyen los 31 sistemas enzimáticos que se tiñeron, así 
como los protocolos de tinción basados en Harris y Hopkinson (1976). Los distintos 
componentes químicos se pesan siempre momentos antes de terminar la electrofo-
resiso Éstos se reservan en un vaso de precipitados de 100 mI y se cubren con papel 
de aluminio. En el momento de la tinción, se añaden los respectivos tampones a fin 
de disolver los productos con ayuda de un agitador magnético. Paralelamente se 
dispone de una solución de agar fundido al 2%, de la que se toman 25 mI y cuando su 
temperatura es cercana a la de solidificación se vierte dentro del vaso de 100 mI con 
la mezcla de tinción, cubriendo inmediatamente la superficie del gel con la mezcla. 
El gel se incuba a 37°C en oscuridad hasta que las bandas aparezcan, momento en 
que se toma nota de ellas mediante un esquema, o se fotografian. 
2.2.2.4. Electroforesis en geles de almidón: Método 2b. 
Este método es el mismo que el anterior, pero con ligeras modificaciones 
surgidas de su adaptación a las condiciones de nuestro laboratorio en Málaga. Con 
él se analizó MED y, al igual que en casos anteriores, se aplicó en un principio a los 
órganos de cuatro individuos con cuatro sistemas tampón diferentes, a fin de obtener 
los órganos y tampones en los que cada uno de los 34 sistemas enzimáticos 
presentaba mayor actividad y/o mejor resolu$!Íón, para utilizarlos en el posterior 
análisis poblacional. 
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2.2.2.4.1. PreparaciÓn del e-el: 
2.2.2.4.1a. Tampones y soluciones: 
Los tampones empleados fueron: CTC, TEB, CAM1 y RID, ya descritos 
anteriormente en los apartados 2.2.2.2.1a. y 2.2.2.3.1a. 
2.2.2.4.1b. Molde: 
Se utilizaron los siguientes moldes capaces de dar grosores de geles diferen-
tes (Figura 2.7). Éstos eran: 
Molde 1: Base de cristal de 220 x 180 mm 
Marco de metacrilato con una capacidad de 180 x 140 x 6 mm. 
Molde 2: Base de cristal de 220 x 180 mm 
Marco de metacrilato con una capacidad de 180 x 140 x 12 mm. 
2.2.2.4.1c. Formación del gel: 
Los geles al 12% se preparan con almidón de patata hidrolizado para 
electroforesis de la casa SIGMA y el correspondiente tampón. Para el molde 1 se 
requerían 26,4 gdealmidÓny240 mi de tampón y para el molde 2 52,8 gdealmidón 
y 440 mI de tampón. 
El almidón se coloca en un matraz kitasato al que se añade el tampón. Se 
agita la suspensión y se calienta a la llama del mechero hasta su completa cocción. 
Entonces se procede a la desgasificación con la bomba de vacío y posterior vertido en 
el molde, que se cubre con otro cristal de iguales dimensiones que el de la base, 
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cuidando no dejar burbujas y sacando el exceso de almidón. Se deja solidificar y 
enfriar a temperatura ambiente hasta el día siguiente. 
2.2.2.4.2. Colocación de los extractos enzimáticos en el ~l: 
Las únicas diferencias respecto al descrito en el apartado 2.2.2.3.2. son: 
a) Utilización de papeles de 14 x 4 mm para el molde 2. 
b) Impregnación con azul de bromofenol de las 2 muestras de los extremos y 
una central para ser utilizado como marcador del frente. 
c) El marco se coloca en su sitio con ayuda de una varilla de metacrilato de 
170 x 25 mm y el conjunto se aJusta con una pieza de bayeta Spontex de 170 mm. 
2.2.2.4.3. Desarrollo electroforético: 
2.2.2.4.3a. Preparación de las cubetas: 
Las cubetas de electroforesis (Figura 2.6) se llenan con el tampón a 4°C y se 
introducen en el frigorífico. El gel se coloca sobre las cubetas y se conecta con bayetas 
Spontex de 190 x 140 mm empapadas con el tampón, estando el origen más cerca del 
cátodo que del ánodo. 
2.2.2.4.3b. Condiciones del desarrollo: 
Para el molde 1 se aplicó una corriente de 40 mA para CTC y TEB, de 30 mA 
para RID y de 13 mA para CAM1. Para el molde 2la corriente aplicada fue de 70 mA 
para CTC, mientras que para los demás no se usó este tipo de molde. El tiempo de 
1 
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desarrollo fue aproximadamente de 4 horas, o hasta que el frente alcanzaba una 
distancia de 10 cm desde el origen para CTC y TEB Y de 5 cm para RID y CAM1. 
2.2.2.4.4. Corte del gel en lonchas: 
Terminada la electroforesis se desconecta la fuente, se saca el gel y se corta 
el almidón. Se marcan convenientemente las esquinas y se quitan los papeles. Se seca 
el gel por las dos caras y se corta en lonchas con ayuda del dispositivo descrito en el 
apartado 2.2.2.2.4 .. El gel del molde 1 se corta en 3 lonchas y el del molde 2 en 6. 
2.2.2.4.5. Tinción del gel: 
Cada pareja de piezas anterior/posterior de cada loncha se tiñó para un 
sistema enzimático diferente hasta un total de 34, según los protocolos de la 
Tabla 2.4. Los pasos seguidos en este proceso coinciden con los del apartado 
2.2.2.3.5., con la salvedad de que el MTT y el PMS se añadían disueltos a una 
concentración de 10 mg/ml. Esta solución se conservaba a 4°C no más de una 
semana, y de ella se tomaba con una pipeta automática el volumen necesario para 
alcanzar la concentración requerida en la solución. Este volumen era de 500 1-11 para 
el MTT (correspondiente a los 5 mg), y de 1001-11 para el PMS (correspondiente a 
1 mg). 
2.2.3. Inter:pretaciÓn de los patrones de bandas en los "eles 
Para determinar el número deloci de cada sistema enzimático se ha tenido 
en cuenta, por un lado, el tipo de estructura funcional del enzima, que en ocasiones 
se ha podido deducir de nuestros propios resultados y, en otras, apoyándonos en la 
bibliografia, y, por otro, en la información derivada de la variabilidad alélica de 
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algunos individuos. Esta valoración pretende ser conservativa haciendo una estima 
del número mínimo de loci implicados. Así, una única banda invariable en todos los 
individuos examinados puede representar los productos de cualquier número de loci 
con el mismo alelo común. En tales casos no sería posible determinar el número 
exacto de loci y el enzima se considera codificado por un solo locus. 
A continuación vamos a hacer una serie de consideraciones generales sobre 
la interpretación de posibles patrones de bandas que pueden aparecer. Para ello 
vamos a designar A y A' (o B y B') a los dos alelas de un locus A (o B), que producen 
subunidades denominadas a y a' ( o by b'), respectivamente, y que se distinguen por 
poseer movilidades electroforéticas diferentes. 
2.2.3.1. Un locus con un solo alelo 
Cualquiera que sea la estructura activa (monomérica o multimérica) del 
enzima no se detectaría más que una única banda en todos los individuos de la 
población (Figura 2.8). 
AA 
o 
------------------------------------------------------- Oro 
<:) a aa aaa aa aa 
Figura 2.8 
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2.2.3.2. Un locus con dos alelos codominantes A y A' 
Podemos detectar tres clases de individuos que genotípicamente serán los 
dos homocigotos posibles, AA y A'A', Y el heterocigoto AA'. En los individuos 
homocigotos se visualizará una sola banda (en distinta posición según el tipo de 
homocigoto), con independencia de la estructura monomérica o polimérica del 
enzima. En los individuos heterocigotos el número de bandas variará según el grado 
de polimería del enzima. Así, se observarán 2 bandas (a ya') si la proteína es 
monomérica (Figura 2.9), 3 (aa, aa' y a'a') si es dimérica (Figura 2.10), 4 (aaa, aaa', 
aa'a' y a'a'a') si es trimérica (Figura 2.11) 05 (aaaa, aaaa', aaa'a', aa'a'a' y a'a'a'a') si 
es tetramérica (Figura 2.12). 
a' 
a 
Oro 
o A AA' A'A' 
Figura 2.9 
o 
a'a' 
aa' 
aa 
Oro 
o A AA' A'A' 
Figura 2.10 
o A AA' 
Figura 2.U 
A AA' 
Figura 2.12 
2.2.3.3. Dos loci monomórficos (A y B) 
A'A' 
A'A' 
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a'a'a' 
aa'a' 
aaa' 
aaa 
Oro 
• , 1 f 
aaaa 
aa'a'a' 
aaa'a' 
aaaa' 
aaaa 
Oro 
Los patrones para las distintas formas mono, di, tri Y tetramérica son 
idénticas a las de los heterocigotos descritos en el caso anterior. La población es 
homogénea y sólo presenta una clase de individuos (Figura 2.13). 
AABB 
o ----b bb bbb bbbb 
abb abbb 
ab aabb 
aab aaab 
----a aa aaa aaaa 
o Oro 
Figura 2.13 
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2.2.3.4. Dos loci, uno monomórfico (A) y otro con dos alelos codominantes (B 
yB') 
La población presenta 3 clases de individuos sin importar la estructura del 
enzima, cuyos genotipos serán AABB, AABB' Y AAB'B'. A nivel enzimático las 
diferencias persisten según el grado de polimería del enzima. Para las dos clases de 
homocigotos posibles las imágenes son similares a las del caso anterior, aunque en 
dos posiciones distintas. Para los heterocigotos se observarían 3 bandas si el enzima 
es monomérico (Figura 2.14), 6 bandas en un enzima dimérico (Figura 2.15), 10 
bandas en el caso de un enzima trimérico (Figura 2.16) y 15 en uno tetramérico 
(Figura 2.17). Estas imágenes se deducen del desarrollo del polinomio (a+b+b')n 
donde n indica el grado de polimería del enzima. 
o AABB AABB' 
Figura 2.14 
o AABB AABB' 
Figura 2.15 
AAB'B' 
AAB'B' 
b' 
b 
a 
bb' 
bb' 
bb 
ab' 
ab 
aa 
Oro 
Oro 
o AABB AABB' 
Figura 2.16 
o AABB AABB' 
Figura 2.17 
AAB'B' 
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b'b'b' bbb' 
bbb' bbb 
abb' 
abb' abb 
aab' 
aab 
aaa 
Oro 
--- bb'bb' bbb'b' ggg~' bbbb' 
bb'b' ab'b'b' 
:bbb abbb' 
---- ::gg' aabb' 
---- aaab aaab' 
----aaaa 
AAB'B' Oro 
2.2.3.5. Dos loci con dos alelos codominantes cada uno (A, A! Y B, B') 
En este caso se detectan 9 genotipos de los cuales: 
- 4 son homocigotos para ambos loci (AABB, AAB'B', A'A'BB Y A'A'B'B') y 
presentarán 2 bandas en un enzima monomérico (Figura 2.18), 3 en uno dimérico 
(Figura 2.19),4 en uno trimérico (Figura 2.20) y 5 en uno tetramérico (Figura 2.21); 
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b' 
b 
a' 
a 
AABB A'A'BB AABB' A'A'BB' AA'BB' O ~ AAB'B' A"A'B'B' AA'BB AA'B'B' 
Figura 2.18 
- 4 son homocigotos en uno de los dos loci (AABB', AA'BB, A' A'BB' Y AA 'B'B') 
Y presentarán 3 (Figura 2.18), 6 (Figura 2.19), 10 (Figura 2.20) o 15 (Figura 2.21) 
bandas según el enzima sea mono, di, tri o tetramérico. 
--b'b' 
--b'b 
--bb 
~§ab' ap' 
= ab ab 
=== a"a' aa'  aa 
AABB A'A'BB AABB' A"A'BB' AA'BB' o AAB'B' A'A'B'B' AA'BB AA'B'B' Oro 
Figura 2.19 
- 1 heterocigoto para ambos loci (AA 'BB') con 4 bandas en un enzima 
monomérico (Figura 2.18), 10 en uno dimérico (Figura 2.19), 20 en el caso que el 
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enzima sea trimérico (Figura 2.20) Y 35 bandas en los enzimas tetraméricos (Figu-
ra 2.21). 
a'bb' 
abb' 
aa'b' 
-- -.¡...u../¡¡ aa'b b'b'b' ~Jbb'b' bbb' bbb 'b'b' ==== ab'b' :'bb ~~ ap9 a'a'b' aab aab' aab '" ~~~ , , aaa aaa aaa' aaa 
-------------------------------------------------
0 AABB A'A'BB AABB' A'A'BB' AA'BB' Oro - AAB'B' A'A'B'B' AA'BB AA'B'B' 
Figura 2.20 
b'b'b'b' b'b'b'b' ~= b'b'b'b'bb'b'b' 
bbbb bbbb bbb'b' bbbb' 
ab'b'b' a'b'b'b' ab'b'b' ab'bb' a'b'b'b' bbbb 
a'bbb a'bbb ab'b'b' ~§ abbb 
aab'b' 
aabb 
aaab aaab' 
aa aa aaaa 
a"6bb = 
a'a'b'b' abbb abbb a'a'b'b' a'a'b'b'~~~ 
a'a'bb aab'b' a'a'bb aa'bb' 
a'a 'bb aab'b' 
a'a'a'b a'a'a'b' aabb :~~~b a'a'a'b' a'a'ab'~~ 
aaab' a'a'a'b :::: 
t , , f a'a'a'a' a'a'a'a' aaab aaab aaab' 
== ==aaaa '" = = aaa'a' aaa~ 
=== == aaaa aaaa 
AABB A'A'BB AABB' A'A'BB' AA'BB' Oro o AAB'B' A'A'B'B' AA'BB AA'B'B' 
Figura 2.21 
Estas imágenes se deducen del desarrollo del polinomio (a+a'+b+b')n. 
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2.2.4. Nomenclatura enzimática y genética empleada 
La nomenclatura utilizada en nuestro trabajo se basa en las recomendacio-
nes de Shaklee y cols. (1989), habiendo tenido en cuenta las siguientes reglas: 
- Para cada enzima se ha utilizado la denominación recomendada por la 
IUBNC (1984) con excepción de las aminopeptidasas citosólicas y del enzima málico. 
- La primera vez que se cita un enzima se le acompaña del número clave de 
la IUBNC, para su identificación inequívoca. 
- Las abreviaturas se derivan de las denominaciones de la IUBNC y se 
representan en mayúsculas yen estilo normal. 
- El sufijo P se añade a enzimas NADP dependientes para diferenciarlas de 
las formas NAD dependientes. 
- El gen o locus que codifica para un enzima se representa con la misma 
abreviatura usada para designar al enzima, en cursiva y seguida de un asterisco. 
- Los símbolos para los alelos son los mismos que para los genes, pero 
seguidos de un número que indica la posición relativa del producto del alelo respecto 
al más común, que se designará como 100. Cuando la movilidad sea hacia el cátodo 
se indicará con un signo menos. 
- Los alelos múltiples de un genotipo se separan con barras inclinadas. 
- Los fenotipos se simbolizan igual que los genotipos, pero en estilo normal 
y sin asterisco. 
Los loci consecutivos de un mismo sistema enzimático se numeran asignando 
a la forma con migración menos anódica un 1, el siguiente un 2 y, así, sucesivamente. 
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2.2.5. Análisis genético/estadístico 
La interpretación de los patrones de bandas de los distintos sistemas 
enzimáticos, analizados en una muestra poblacional, permite inferir una serie de 
parámetros que definen la estructura genética de la población en cuestión. 
2.2.5.1. Cálculo de las frecuencias genotípicas y génicas 
Son parámetros que sirven para establecer la estructura genética de las 
poblaciones y se calculan para cada uno de los loci polimórficos según el método 
convencional. Las frecuencias genotípicas se infieren directamente a partir de las 
fenotípicas por tratarse de caracteres codominantes y existir una correspondencia 
directa entre genotipo y fenotipo. Para determinar las frecuencias genotípicas rela-
tivas los fenotipos detectados se clasifican en dos clases de homocigotos y en una de 
heterocigotos. Las frecuencias absolutas de estas clases se dividen por el número 
total de individuos analizados para ese locus concreto. 
Las frecuencias génicas (p, q, ... ) se determinan a partir de las frecuencias 
fenotípicas o genotípicas. La frecuencia de un alelo es igual a la frecuencia de 
homocigotos de una de las clases más la mitad de la frecuencia de heterocigotos. La 
desviación típica (d.t.) se calcula a partir de la raíz cuadrada del cociente entre el 
producto de las frecuencias génicas y el doble del número de individuos analizados 
en ese locus. 
p= Frecuencia de homocigotos + 0,5 * ~recuencia de heterocigotos 
d.t.= -vpql2N 
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2.2.5.2. Análisis del equilibrio de Hardy-Weinberg. 
Para detenmnar si la distribución de individuos de la muestra cumple los 
postulados de Hardy-Weinberg para el equilibrio, aplicaremos una prueba chi-
cuadrado, comparando las frecuencias absolutas fenotípicas observadas con las 
esperadas según el desarrollo del binomio (p + q)2. La hipótesis nula es aceptada 
cuando la probabilidad es superior al 0,05. 
Esta prueba presenta diversos problemas cuando las muestras son pequeñas 
o los valores esperados en algunas de las clases son muy bajos. Se han propuesto 
varias alternativas para hacer frente a estas situaciones. Entre las más frecuentemente 
utilizadas se encuentran: 1) el uso de diferentes correcciones de continuidad, como 
la corrección de Yates; 2) el cálculo de las frecuencias genotípicas esperadas 
condicionales a las frecuencias génicas de la muestra (Levene, 1949); 3) prueba de 
probabilidad exacta, como la propuesta por Haldane (1954). 
Todas estas pruebas o sus variantes son similares en cuanto a potencia 
estadística, que es baja, especialmente en muestras pequeñas y loci dialélicos, como 
la mayoría de los considerados en esta memoria (Emigh, 1980). Las correcciones de 
continuidad suelen dar lugar a pruebas conservadoras, que llevan a aceptar la 
hipótesis nula en un número de casos mayor que el que se esperaría del nivel de 
significación utilizado (Sokal y Rohlf, 1969). La prueba basada en los valores 
esperados condicionales y la prueba de probabilidad exacta dan lugar al resultado 
contrario (Emigh, 1980). Por ello hemos optado por aplicar una prueba sin correc-
ciones. 
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Los diversos métodos para estimar las desviaciones de las proporciones 
Hardy-Weinberg (O han sido desarrollados por Li y Horvi tz (1953). Las propiedades 
estadísticas de los diferentes estimadores han sido analizadas por Yasuda (1968), 
Brown (1970), Curie-Cohen (1982) y Robertson y Hill (1984). 
Robertson y Hill (1984) han elaborado un estimador no sesgado, basado en 
la proporción de alelo s en homocigosis, que hemos utilizado en el presente trabajo. 
Estos autores han introducido la corrección para el sesgo introducida por Haldane 
(1954) y generalizada por Smith (1970) para alelos múltiples. Para cada alelo i, la 
estima no sesgada de la desviación de la frecuencia de los homocigotos ii respecto a 
lo esperado según las proporciones Hardy-Weinberg es 
T .. = [2 ( 2N - 1 ) N .. - N. ( N. - 1 )] /4 ( N - 1 ) 
11 11 1 1 
donde N es el tamaño de la muestra, N .. el número de homocigotos observados 
11 
y Ni el número de alelos i en la muestra. 
Para cada alelo, la estima de f viene dada por 
Las estimas de cada alelo se utilizan para obtener un estimador conjunto 
para ellocus, ponderando cada t: con ( 1 - Pi ) 
f = L. ( 1 - p. ) f / ( a - 1 ) 
1 1 1 
donde Pi es la frecuencia del alelo en la población y a es el número de alelos. 
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Cuando Pi se estima a partir de la muestra, el estimador adquiere la forma 
y su varianza, para muestras grandes, es 
var (fT) = 1/ [ N ( a - 1 )] 
cuando f = O en la población. 
La prueba de significación para la hipótesis nula de f = O se ha realizado 
tradicionalmente mediante un estadístico chi-cuadrado con a ( a - 1 ) /2 grados de 
libertad. Como ya se ha indicado, esta prueba tiene una baja potencia estadística 
para los tamaños de muestra habituales. Robertson y Hill (1984) han indicado una 
prueba que presenta mucha mayor potencia. Esta prueba utiliza la distribución del 
estadístico 
Z2 = ( fT - f )2 / var (f¡,) 
que sigue una chi-cuadrado con un grado de libertad (Elandt-J ohnson, 1971). 
Para la hipótesis nula de f = O se obtiene 
Como var (f¡J = 1 / [ N ( a - 1 )], se tiene que 
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2.2.5.3. Análisis del ligamiento entre loci polimórficos 
Para detenninar si dos loci están ligados o bien se transmiten al azar, el 
método convencional consiste en comparar el número de individuos observados en 
cada clase fenotípica con los esperados sobre la base de la transmisión independiente 
y, entonces, comprobar la desviación entre estos valores mediante una prueba chi-
cuadrado. 
2.2.5.4. Heterocigosidad (Hm) y polimorfismo (P) 
Son parámetros representativos de variabilidad genética en las poblaciones, 
que en cierta medida se complementan. El polimorfismo (P) se define como la 
proporción estimada de genes que son variables y viene dado por el cociente entre el 
número de loci polimórficos (Np) y el número total de loci analizados (r). Se admite 
que un locus es variable cuando la frecuencia del alelo más común es inferior a 0,99 
(criterio del 0,99). 
P = Np/r 
El valor de heterocigosidad observado (Ho) para cada locus es la frecuencia 
de heterocigotos para dicho locus. El valor de heterocigosidad esperado (He) resulta 
de restar de 1la suma de los cuadrados de las frecuencias génicas (p, q, .. J. 
La heterocigosidad media (Hm) es un parámetro más preciso y menos 
arbitrario que el polimorfismo. Se define como la proporción de heterocigotos por 
locus en todos los loci estudiados, o como la proporción estimada de genes que se 
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esperan heterocigotos en un individuo medio. Es una estima de la probabilidad de 
que dos alelos tomados al azar de la población sean diferentes. Se calcula a partir de 
la suma de las heterocigosidades observadas (Hoi) en todos los loci polimórficos 
dividiendo por el número total de loci (r). 
Hm = I,Hoilr 
Varo = I,(Ho-Hm)2jr(r-l) 
d.t. = --/Var. 
2.2.5.5. Heterogeneidad de las frecuencias génicas entre poblaciones. 
Chi-cuadrado de contingencia. 
Disponiendo los datos de las frecuencias génicas absolutas para cada locus 
polimórfico en una tabla de contingencia de poblaciones x alelos, y aplicando la 
prueba chi-cuadrado, para el conjunto de poblaciones y para cada par de poblaciones, 
podremos deducir la similitud en las frecuencias entre estas poblaciones en los loci 
estudiados. El número de grados de libertad (g.l.) será igual al producto del número 
de filas menos uno y del número de columnas menos uno. 
62 MATERIAL Y MÉTODOS 
DATOS OBSERVADOS: 
fila/columna 
1 
k 
1 
A 
G 
A+ ... +G=M 
DATOS ESPERADOS: 
M*Jtr=P 
M*Ltr=W 
'1..2 = (A_P)2¡P + .,. + (I-y)2N 
g.l. = (k-l)(r-l) 
r 
C 
1 G+ ... +I=L 
C+ ... +I=O J+ ... +L+M+ ... +O=T 
O*Jtr=R 
O*ur=y 
En el caso de que la tabla sea de 2 x 2 usaremos la fórmula 
'1..2 = [N( I AD-BC I-O,5N)2]/[(A+B)(C+D)(A+C)(B+D)] 
g.l.=l 
A 
C 
A+C 
B 
D 
B+D 
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2.2.5.6. Identidad y distancia genética 
Ambos parámetros permiten estimar el grado de diferenciación genética 
entre poblaciones. La identidad genética (l) se define como la proporción de genes 
idénticos en estructura en dos poblaciones y se calcula a partir de la siguiente 
formulación (Nei, 1972), corregida para cuando se analiza un pequeño número de 
individuos (Nei, 1978): 
1 = JxI~(JxJy) 
J xy = media aritmética de LX¡Y¡ 
J x = media aritmética de (2N*Lx¡2_1)/(2N-1) 
Jy = media aritmética de (2N*Ly¡2_1)/(2N-1) 
Xi = frecuencia del alelo i en la población X 
Yi = frecuencia del alelo i en la población y 
N = número de individuos analizados 
La distancia genética (D) estima el número de sustituciones alélicas por locus 
que han ocurrido en la evolución independiente de las dos poblaciones y se calcula 
a partir de 
D = -In 1 
La elaboración de los dendrogramas correspondientes para D se realizó 
según el método de UPGMA (Sneath y Sokal, 1973; Nei, 1987). 

2.3. TABLAS DE MATERIAL Y MÉTODOS 

Tabla 2.1: Protocolos de tinción utilizados en el método de electroforesis en geles de poJiacrilamida (Apartado 2.2.2.1.4). En la columna NBT/ 
PMS 'X' indica la presencia tanto de NBT (20 mg), como de PMS (lO mg). Se emplearon 10 mg de cofactor. Con NADP se añadieron 30 mg 
de Cloruro Magnésico Hexahidrato. 
ENZIMA CÓDIGO NBTIPMS COFACTOR TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH)(a¡ 1.1.1.1 X NAD I 10 mI Etanol al 95% 
Aspartato Aminotransferasa (AAT)(a) 2.6.1.1 11 400 mg Ácido L-Aspártico 
200 mg Ácido c:x-Cetoglutárico 
2 mg Piridoxal-5'-Fosfato 
600 mg Sal de Fast Blue BB 
Diaforasa (OIA)!a) 1.6.2.2 I 2 mg 2,6-Dic1orofenoJindolfenol 
5mgNADH 
20mgMTT 
Esterasas (EST)(Q) 3.1.1.- 1 10 mi 1% c:x-Naftil Acetato en 1:1 
de Acetona y Agua 
300 mg Sal de Fast Blue BB 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDH)(Ql 1.1.1.44 X NADP III 200 mg 6-Fosfogluconato-Ba 
Fumarato Hidratasa (FH)(Q) 4.2.1.2 X NAD lB 800 mg Ácido Fumárico 
600 U MDH 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH)(aJ 1.1.1.8 X NAD I 2 g DL-c:x-Glicerofosfato 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH)(8l 1.1.1.49 X NADP In 400 mg Glucosa-6-Fosfato 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH)!Q) 1.4.1.3 X NAD 1 4 g Ácido L-Glutámico 
Iditol Deshidrogenasa (IDDH)(8) 1.1.1.14 X NAD 11 200 mg D-Sorbitol 
5mgMTT 
Lactato Deshidrogenasa (LDH)(a) 1.1.1.27 X NAD I 25 mI 1 M DL-Lactato Sódico 
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Tabla 2.1 (Continuación): 
ENZIMA CÓDIGO 
Malato Deshidrogenasa (MDH)(8) 1.1.1.37 
Superóxido Dismutasa (SOO)(8) 1.15.1.1 
Xantina Deshidrogenasa (XDH)la) 1.2.1.37 
Tampones de tinción (de cada uno se usaron 100 ml): 
1: A: 0,03 M TRIS 
0,005 M Ácido Cítrico, pH 8,5 
B: 0,06 M Hidróxido de Litio 
0,3 M Ácido Bórico, pH 8,1 
NBTIPMS 
X 
X 
X 
Mezclar las dos soluciones en una proporción de 99% A + 1 % B 
11: 0,2 M TRIS-HCI, pH 8,0 
111: 0,04 M TRIS-HCI, pH 8,0 
IV: 0,06 M Hidróxido de Litio - 0,3 M Ácido Bórico, pH 8,1 
Referencias: 
(a) A1lendorf y cols. (1977) 
COFACTOR 
NAD 
NAD 
TAMPÓN 
I 
I 
IV 
OTROS COMPONENTES 
25 mIl M DL-Malato Na, pH 7,0 
20 mg Hipoxantina 
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Tabla 2.2: Protocolos de tinción utilizados en el método 1 de electroforesis en geles de almidón (Apartado 2.2.2.2.5).Con NADP se añadieron I~ 2 mI de Cloruro Magnésico Hexahidrato al 10%. ~ ~ 
ENZIMA CÓDIGO NBT(M'IT)IPMS COFACTOR TAMPÓN OTROS COMPONENTES I~ ~ 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH)(al 1.1.1.1 20mgNBT 30mgNAD 25 mI Sol. 1 25 mgCNNa I~' 3mgPMS + 70 mI Agua 5 mI Etanol al 99% es 
a-Amnasas (AMY)lbl 200 mI Sol. 111 4 g Almidón(l) ,t::1 3.2.1.1 @ lavado con agua 
200 mI Sol. IV(2) 
Aspartato Aminotransferasa (AAT)(C) 2.6.1.1 10 mI Sol. I 300 mg 4cido L-Aspártico 
+ 90 mI Agua 200 mg Acido a-Cetoglutárico 
5 mg Piridoxal-5'-Fosfato 
150 mg Sal de Fast BIue BB 
Catalasa (CATya.d) 1.11.1.6 A: 1,5 mI 30% H 02(3) 
100 mI 1,5% (i 
2 mI Ácido Acético glacial 
5 mI Sol. V B: 50 mg 3-Amino-9-EtilcarbazoI(4) 
+ 95 mI Agua 2,5 mI Dimetilformamida 
2 mI 1% Cloruro Cálcico 
0,5 mI 3% Peróxido de Hidrógeno 
Diaforasa (DIA)(al 1.6.2.2 20mgMTT 5mgNADH 100 mI Sol. VI 2 mg 2,6-Diclorofenolindolfenol 
Endopeptidasa (ENDOP)la) 3.4.-.- 10 mI Sol. VII 60 mg Sal de Fast Black K 
+ 87 mI Agua 2,5 mI Dimetil Formamida 
0,5 mI 10% Cloruro Magnésico 
100 mg BANN5l 
Enzima Málico (MEP)(e) 1.1.1.40 30 mg NBT 20 mg NADP 25 mI Sol. I 25 mgCNNa 
3mgPMS + 70 mI Agua 10 mI 1 M DL-Malato-Na, pH 7,8 
Esterasas (EST)(dl 3.1.1.- 12 mI Sol. VII 250 mg Sal de Fast B1ak K 
+ 90 mI Agua 2 mI 1% a-Naftil Acetato(6) 
1 mI 1% p-Naftil Acetato(6) la') 
~ 
Tabla 2.2 (Continuación) IcJ 
ENZIMA CÓDIGO NBT(M'lT)IPMS COFACTOR TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
Fosfatasas Ácidas (ACP)ldl 3.1.3.2 1 mI Sol. VIII 150 mg Sal de Fast Garnet GBC 
+ 95 mI Agua 1 mI 10% Cloruro Magnésico 
7 mI 1% a-Naftil Fosfato(6l 
Fosfatasas Alcalinas (ALP)(dl 3.1.3.1 10 mI Sol. 11 150 mg Sal de Fast Garnet GBC 
+ 7 mI Sol. I 0,2 mI 10% Cloruro Magnésico 
+ 85 mI Agua 7 mI 1% a-Naftil Fosfato\6l 
Fosfoglucomutasa (PGM)ial 5.4.2.2 20mgMTT 10 mg NADP 12 mI Sol. I 5 m11% Glucosa-1-Fosfato-Na 
5mgPMS + 75 mI Agua 40UG6PDH 
1 mI 0,05% Glucosa-1,6-Difosfato-Na 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDHYS) 
1.1.1.44 20 mg NBT 15 mg NADP 10 mi Sol. 11 30 mg 6-Fosfogluconato-Ba 
3 mgPMS + 90 mI Agua 
Glicerol Deshidrogenasa (GL YDH)(O 1.1.1.29 20 mg MTT 10 mg NAD 100 mI Sol. VI 10 mI 0,1 M Glicerol 
2mgPMS 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDHYS) 
1.1.1.8 20mgNBT 25mgNAD 10 mI Sol. II 2,16 g DL-a-Glicerofosfato 
3mgPMS + 90ml Agua 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH)(g) 
1.1.1.49 20 mg NBT 20 mg NADP 12,5 mI Sol. 1 200 mg Glucosa-6-Fosfato 
I~ 3mgPMS + 85 mI Agua 
Glucosa-6-Fosfato Isomerasa (GPI)(Q) 5.3.1.9 20mgMTT 10 mg NADP 12 mI Sol. 1 2 mI 0,018 M Fructosa-6-Fosfato-Na I~ 5mgPMS + 75 mI Agua 40UG6PDH ~ 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH)(g) 
"< 
1.4.1.- 20mgNBT 30mgNAD 25 mI Sol. 1 15 mI 1 M L-Glutamato-Na, pH 8,0 ~, 3mgPMS + 70 mI Agua 25 mgCNNa g 
a {r.¡ 
Tabla 2.2 (Continuación) 
ENZIMA CÓDIGO NBT(MTT)IPMS COFACTOR TAMPÓN 
Hexoquinasa (HK)(8) 2.7.1.1 20mgMTT 5mgNADP 10 m) Sol. I 
5mgPMS + 85 mI Agua 
Iditol Deshidrogenasa (lDDH)!O 1.1.1.14 20 mgNBT 10mgNAD 100 mI Sol. XI 
10mgPMS 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP)18l 
1.1.1.42 20 mg NBT 20 mg NADP 20 mI Sol. I 
3mgPMS + 80 mI Agua 
Lactato Deshidrogenasa (LDH)(e) 1.1.1.27 10mgNBT 30mgNAD 100 mI Sol. IX 
4mgPMS 
Leucina Aminopel,>tidasa (LAP)ia) 3.4.-.- 10 mI Sol. X 
+ 87 mI Agua 
Malato Deshidrogenasa (MDH) 1.1.1.37 20 mg NBT 30mgNAD 25 mI Sol. I 
3mgPMS + 70 mI Agua 
Succinato Deshidrogenasa (SUCDHY-) 1.3.99.1 70mgNBT 70mgATP 100 mI Sol XIII 
3,5mgMTT 
2mgPMS 
Superóxido Dismutasa (SODYO) 1.15.1.1 10mgNBT 100 mI Sol. XII 
Xantina Deshidrogenasa (XDH)(a) 1.2.1.37 20 mg NBT 30mgNAD 10 mI SoL IX 
4mgPMS + 90 mI Agua 
OTROS COMPONENTES 
130 mg ATP 
400 mg Glucosa 
50UG6PDH 
200 mg D-Sorbitol 
200 mg DL-Isocitrato-Na 
15 mI 85% DL-Lactato-Na 
1 mIl M Cloruro Magnésico 
60mg Sal Fast Black K 
2,5 mI Dimetil Formamida 
0,5 mI 10% Cloruro Magnésico 
100 mg L-Leucil-~-Naftilamida(5l 
5 mIl M L-Malato-Na, pH 7,8 
25mgCNNa 
400 mg EDTA Na2 
250 mg Succinato Sódico 
50mgATPNa2 
6 mg Riboflavina 
70 mg EDTA Natl 
700 mg Hipoxantinal8J 
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Tabla 2.2 (Continuación) 
(1) Calentar a 80°C y dejar enfriar a 37°C. Incubar durante dos horas con agitación continua. 
(2) Tinción negativa. 
(3) Sumergir el gel durante un minuto. Lavar dos veces con agua. Sumergir en la siguiente solución hasta que aparezcan las bandas 
en negativo. La tinción desaparece al cabo de pocos minutos. 
(4) Ay B indican dos protocolos diferentes de tinción del mismo sistema enzimático. 
(5) Añadir este componente una vez que los restantes ya estén disueltos. 
(6) Disuelto en Acetona y Agua en una proporción 1 a 1. 
(7) Incubar 1 hora a 37°C y en oscuridad. Mantener expuesto a la luz hasta que aparezcan las bandas en negativo. 
(8) Disolver la Hipoxantina en el tampón en caliente. Enfriar hasta temperatura ambiente y añadir NBT, PMS y NAD. 
Composición de tampones: 
1: 
11: 
111: 
IV: 
V: 
VI: 
1 M TRIS-HCl, pH 8,0. 
1 M TRIS-HC1, pH 7,4 
0,2 M Fosfato Sódico, pH 7,0 
0,08 M Ioduro Potásico 
0,05 M Iodo metálico 
1M Acetato Sódico, pH 5,0 
A: 0,03 M TRIS 
0,005 M Ácido Cítrico, pH 8,5 
B: 0,06 M Hidróxido de Litio 
0,3'M Ácido Bórico, pH 8,1 
Mezclar las dos soluciones en una proporción de 99% A + 1% B 
Referencias: 
(a) Brewer y Sing (1970) 
(b) Nishikawa y Nobuhara (1971) 
(c) Selander y cols. (1971) 
(d) Shaw y Koen (1968) 
VII: 
VIII: 
IX: 
X: 
XI: 
XII: 
XIII: 
1 M Fosfato Potásico, pH 6,0 
2 M Acetato Sódico, pH 4,7 
0,1 M TRIS-HCl, pH 7,4 
0,05 M TRIS 
0,032 M Ácido Maleico, pH 6,0 
0,04 M TRIS-HCl, pH 8,0 
0,05 M TRIS-HCl, pH 8,6 
0,1 M Fosfato Sódico, pH 7,0 
(e) Benito y co1s. (Comunicación personal) 
(f) A1lendorfy cols. (1977) 
(g) Shaw y Prasad (1970) 
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Tabla 2.3: Protocolos de tinción utilizados en el método 2a de electroforesis en geles de almidón (Apartado 2.2.2.3.5). En la columna MTTI 
PMS 'X' indica la utilización tanto de MTT (5 mg), como de PMS (1 mg). Se han usado 5 mg de cofactor, excepto cuando se indique otra cosa. 
Con NADP se añadió 1 M de Cloruro Magnésico Hexahidrato. 
ENZIMA CÓDIGO M1TIPMS COFACTOR C~Mg TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
Aconitato Hidratasa (AH)!Q) 4.2.1.3 X NADP 3 mI I 75 mg Ácido cis-Aconítico 
2 U Isocitrato Deshidrogenasa 
Adenilato Quinasa (AK)(!l,l) 2,7.4.3 10 mg NADH 400 111 IV 25 mgAMP 
25mgATP 
25 mg Fosfoenolpiruvato 
150 mg Cloruro Potásico 
40 U Piruvato Quinasa 
275 U Lactato Deshidrogenasa 
Adenosina Desaminasa (ADA)(Q) 3.5.4.4 X 111 15 mg Adenosina 
0,025 U Xantina Oxidasa 
0,125 U Nuc1eósido Fosforilasa 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH)(8) 1.1.1.1 X 20mgNAD XlII 300 111 Etanol Absoluto, Alcohol 
Isoamílico o Propanol 
50 mI Ácido Pirúvico 
Aspartato Aminotransferasa (AAT)(8) 2.6.1.1 Agua 65 mg 4cido L-Aspártico 
20 mg Acido a-Cetoglutárico 
10 mg Piridoxal-5'-Fosfato 
10 mg Polivinilpirrolidona 
25 mg Sal de Fast Blue BB 
300mgTRIS 
Catalasa (CAT)(8) 1.11.1.6 V 15 mg 3-Amino-9-Etilcarbazol 
2 mI Dimetilformamida 
100 mg Cloruro Cálcico 
0,5 mI 3% Peróxido de Hidrógeno 
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Tabla 2.3 (Continuación) I~ 
ENZIMA CÓDIGO M'ITIPMS COFACTOR C~Mg TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
Creatina Quinasa (CKYa.u 2.7.3.2 30mgNADH IV 90 mg Creatina 
60mgATP 
120 mg Acetato Magnésico 
120 mg Acetato Potásico 
45 mg Fosfoenolpiruvato 
6 U Piruvato Quinasa 
410 U Lactato Deshidrogenasa 
Diaforasa (DIA)(s) 1.6.2.2 5mgMTT 7,5mgNADH VI 4 mg 2,6-Dic1orofenolindolfenol 
disuelto en 2,5 mI Agua 
Dipeptidasas (PEPA)(s) 3.4.-.- IV 10 mg Peroxidasa 
5 mg L-Aminoácido Oxidasa 
12,5 mg 3-Amino-9-EtilcarbazoI, 
disuelto en 3 mI Dimetilsulfóxido 
100 JlI(2) A: 20 mg Leu-Leu(3) 
25 JlI B: 20 mg Leu-GIy 
Enzima Málico (MEP)(Il) 1.1.1.40 X NADP 500 JlI Agua 600 mg 1'RIS 
100 mg Acido L-Málico 
Esterasas (EST)(a) 3.1.1.- VII(4) 30 mg Sal de Fast Blue RR 
10 mg a-Naftil Acetato(5) 
Fosfatasas Ácidas (ACP)(a.l) 3.1.3.2 11 20 mg 4-Metilumbeliferil Fosfato 
Fosfoglucomutasa (PGM)(s) 5.4.2.2 X NADP 350 JlI IV 50 mg Glucosa-1-Fosfato ~ + 1% Glucosa-1,6-Difosfato ~ 1,4 U G6PDH ~ 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDH~s) 1.1.1.44 X NADP 100 JlI IV 10 mg 6-Fosfogluconato-Na ~ 
~ 
Fructosa Bifosfato Aldolasa (FBALD)(s) 4.1.2.13 10 mg MTT NAD IV 250 mg Fructosa-1,6-Bifosfato ~, 5mgPMS 40UGA3PDH Iooj g 
~ 
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Tabla 2.3 (Continuación) I~ ~ 
ENZIMA CÓDIGO M'ITIPMS COFACTOR C~Mg TAMPÓN OTROS COMPONENTES I~ 
::ti 
Fumarato Hidratasa (FH)(Ql 4.2.1.2 X 20mgNAD VIII 60 mg Ácido Fumárico ~ ~ 50 mI Ácido Pirúvico ~, 60 U Malato Deshidrogenasa 
~ 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH)(al I~ 1.1.1.8 X 15mgNAD IV 200 mg pL-a-Glicerofosfato 200 mI Acido Pirúvico 
60mgEDTA 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH)(Q) 
1.1.1.49 X NADP 1 mI IV 10 mg Glucosa-6-Fosfato 
Glucosa-6-Fosfato Isomerasa (GPUa) 5.3.1.9 X NADP 100 fll IV 20 mg Fructosa-6-Fosfato 
1,4 U G6PDH 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH)(n) 1.4.1.- X NADP IX 20 mg L-Glutamato-Na 
Hexoquinasa (HKya) 2.7.1.1 X NADP 50 fll IV 25mgATP 
100 mg Glucosa 
5,6 UG6PDH 
Iditol Deshidrogenasa (IDDH)(a) 1.1.1.14 X 20mgNAD X 125 mg D-Sorbitol 
50 mI Acido Pirúvico 
50 mg Pirazol 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP)(Q) 1.1.1.42 X NADP 700 fll(2) IV 50 mg DL-Isocitrato-Na 
Lactato Deshidrogenasa (LDH)(Q) 1.1.1.27 X lOmgNAD IV 500 mI DL-Lactato-Na 
Malato Deshidrogenasa (MDH)(a) 1.1.1.37 X 10mgNAD IV 60 mg Ácido DL-Málico 
Manosa-6-Fosfato Isomerasa (MP1)I") 5.3.1.8 X NADP 50 fll IV 20 mg Manosa-6-Fosfato 
10UG6PDH 
25 U Glucosa-6-Fosfato Isomerasa 
I 
...;¡ 
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Tabla 2.3 (Continuación) 
ENZIMA CÓDIGO MTTIPMS 
Purina Nuc1e6sido Fosforilasa (PNP)(al 2.4.2.1 
Succinato Deshidrogenasa (SUCDHYbl 1.3.99.1 
Superóxido Dismutasa (SOO)(8) 1.15.1.1 
Xantina Deshidrogenasa (XDH)(b) 1.2.1.37 
Xantina Oxidasa exOD)(b) 1.1.3.22 
(1) Las bandas se visualizan bajo luz ultravioleta. 
(2) 0,5 M Cloruro de Manganeso 11. 
X 
X 
X 
X 
X 
COFACTOR C~Mg TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
XI 15 mg Inosina 
0,04 U Xantina Oxidasa 
20mgNAD XII 55 mg Ácido Succínico 
15mgATP 
110 mgEDTA 
NAD 
15mgNAD IV 20 mg Hipoxantina 
IV 20 mg Hipoxantina 
(3) A Y B son dos sustratos diferentes que se emplean por separado en tinciones distintas. 
(4) Sumergir el gel durante 15 minutos en el tamp6n antes de añadir la mezcla de tinci6n. 
(5) Disolver en 1 mI de Acetona. 
Composición de los tampones (de cada uno se usaron 25 m]): 
1: 
11: 
111: 
IV: 
V: 
VI: 
VII: 
0,4 M TRIS-HC1, pH 8,0. 
0,2 M Citrato Sódico, pH 5,5 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 7,8 
0,2 M TRIS-HCI, pH 8,0 
0,05 M Acetato S6dico, pH 5,0 
0,025 M TRIS-HCI, pH 8,5 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 6,5 
VIII: 
IX: 
X: 
XI: 
XII: 
XIII: 
0,5 M TRIS-HC1, pH 8,0 
0,5 M TRIS-HC), pH 7,6 
0,1 M TRIS-HC), pH 8,0 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 7,5 
0,1 M Fosfato Potásico, pH 7,0 
0,2 M TRIS-HC), pH 9,0 
En todos los casos a la mezcla de tinci6n se le añadieron 25 m) de agar a) 2 % en sobrefusión. 
Referencias: 
(a) Harris y Hopkinson (1977) 
(b) McAndrew y cols. (comunicación persona)) 
I~ 
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Tabla 2.4 (Continuación) 
1Ci1 
ENZIMA CÓDIGO MTrIPMS COFACTOR ClzMg TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
Diaforasa (DIA)(a) 1.6.2.2 5mgMTl' 7,5mgNADH VIi!) 4 mg 2,6-Diclorofenolindolfenol 
disuelto en 2,5 mI Agua 
Dipeptidasas (PEPA)(a) 3.4.-.- IV(I) 10 mg Peroxidasa 
5 mg L-Aminoácido Oxidasa 
12,5 mg 3-Amino-9-Etilcarbazol, 
disuelto en 3 mI Dimetilsulfóxido 
100 111(2) A: 20 mg Leu-Leu(3) 
25111 B: 20 mg Leu-Gly 
Endopeptidasa (ENDOP)(b.4l 3.4.-.- XIV(6) 60 mg Sal de Fast Black K 
2,5 mI Dimetil Formamida 
0,5 mI 10% Cloruro Magnésico 
100 mg BANA<5) 
Enzima Málico (MEP)(o) 1.1.1.40 X NADP 500 111 Agua(1) 600 mgTRIS 
100 mg Ácido L-Málico 
Esterasas (EST)(8) 3.1.1.- vnOX7l 30 mg Sal de Fast Blue RR 
10 mg a-Naftil Acetato(8) 
Fosfatasas Ácidas (ACP)iB) 3.1.3.2 nO) 50 mg a-Naftil Fosfato(8) 
50 mg Sal Fast Gamet GBC 
Fosfoglucomutasa (PGM)<a) 5.4.2.2 X NADP 350 111 IV(l) 50 mg Glucosa-1-Fosfato 
+ 1% Glucosa-1,6-Difosfato 
I~ 1,4 UG6PDH 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDHya) 1.1.1.44 X NADP 100 111 IV(l) 10 mg 6-Fosfogluconato-Na I~ 
Fructosa Bifosfato Aldolasa (FBALD)(al 4.1.2.13 10 mg MTl' NAD IV 250 mg Fructosa-1,6-Bifosfato ~ 
5mgPMS 40UGA3PDH "'< 
Fumarato Hidratasa (FH)(al 4.2.1.2 X 20mgNAD VIIlnJ 60 mg Ácido Fumárico ~, 
50 mg Ácido Pirúvico ""3 g 60 U Malato Deshidrogenasa O 
r.n 
, 
Tabla 2.4 (Continuación) I~ ~ 
ENZIMA CÓDIGO MTTIPMS COFACTOR Cl:zMg TAMPÓN OTROS COMPONENTES I~ 
Glicerol Deshidrogenasa (GLYDH)(el 1.1.1.29 20 mg MTT lOmgNAD XV(9l 10 ml 0,1 M Glicerol I~ 2mgPMS ~, 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH)(Rl ""3 
1.1.1.8 X 15 mgNAD IV 200 mg QL-n-Glicerofosfato g 
200 mg Acido Pirúvico @ 
60 mg EDTA<4) 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH)(al 
1.1.1.49 X NADP 1 ml IV(I) 10 mg Glucosa-6-Fosfato 
Glucosa-6-Fosfato Isomerasa (GPI)(a) 5.3.1.9 X NADP 100 fJl Ivm 20 mg Fructosa-6-Fosfato 
1,4 U G6PDH 
Glutamato De.shidrogenasa (GLUDHya) 1.4.1.- X NADP Ixm 20 mg L-Glutamato-Na 
Hexoquinasa (HK)(B) 2.7.1.1 X NADP 50 fJl IVIll 25mgATP 
100 mg Glucosa 
5,6 U G6PDH 
Iditol Deshidrogenasa (IDDH)(a) 1.1.1.14 X 20 mg NAD X(jl 125 mKD-Sorbitol 
50 mg Acido Pirúvico 
50 mg Pirazol 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP)(al 1.1.1.42 X NADP 700 fJl (2) Ivm 50 mg DL-Isocitrato-Na 
Lactato Deshidrogenasa (LDHya) 1.1.1.27 X lOmgNAD Ivm 500 ml DL-Lactato-Na 
Leucina Aminopeptidasa (LAPYb) 3.4.-.- XVIOO) 60 mg Sal Fast Black K 
2,5 ml Dimetil Formamida 
0,5 ml 10% Cloruro Magnésico 
100 mg L-Leu-~-Naftilamida(4) 
Malato Deshidrogenasa (MDH)(a) 1.1.1.37 X 10 mg NAD Ivm 60 mg Ácido DL-Málico 
I 
" e:> 
Tabla 2.4 (Continuación) 
ENZIMA CÓDIGO MTTIPMS 
Manosa-6-Fosfato Isomerasa (MPI)(Q) 5.3.1.8 
Purina Nucleósido Fosforilasa (PNPJa) 2.4.2.1 
Succinato Deshidrogenasa (SUCDHJdl 1.3.99.1 
Superóxido Dismutasa (SOD)(o) 1.15.1.1 
Xantina Deshidrogenasa (XDH)(d) 1.2.1.37 
Xantina Oxidasa (XOD)(d) 1.1.3.22 
(1) Se usaron 25 m] de Agar a] 2% en sobrefusión 
(2) 0,5 M Cloruro de Manganeso 11. 
X 
X 
X 
X 
X 
COFACTOR Cl.aMg 
NADP 50 ~] 
20mgNAD 
15 mgNAD 
(3) A Y B son dos sustratos diferentes que se emplean por separado en tinciones distintas. 
(4) TincÍón sin Agar al 2% 
(5) a-N -Benzoil-DL-Arginina-~-Naftilamida HCI 
(6) 10 mi de la Solución XIV + 87 m] de Agua 
(7) Sumergir el gel durante 15 minutos en el tampón antes de añadir la mezcla de tinción. 
(8) Disolver en 1 mI de Acetona. 
(9) 100 m] de esa Solución. 
(lO) 10 mI de la Solución XVI + 87 mI Agua 
(11) 10 mI de la Solución XVII + 90 mI Agua 
TAMPÓN OTROS COMPONENTES 
IV(l) 20 mg Manosa-6-Fosfato 
lOUG6PDH 
25 U Glucosa-6-Fosfato Isomerasa 
XI(l) 15 mg Inosina 
0,04 U Xantina Oxidasa 
XlI(l) 55 mg Ácido Succínico 
15 mgATP 
110 mgEDTAw 
XVII 1(9) 10 mg NBT(l2) 
6 mg Riboflavina 
70 mg EDTA.Na2 
IV(1) 20 mg Hipoxantina 
IVUJ 20 mg Hipoxan tina 
(2) 1 hora a 37°C en oscuridad. Después exponerlo a la luz hasta que aparezcan las bandas en negativo. 
I~ 
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Tabla 2.4 (Continuación) 
Composición de los tampones (de cada uno se usaron 25 mI, excepto los indicados en la tabla): 
1: 
11: 
lB: 
IV: 
V: 
VI: 
VII: 
VIII: 
IX: 
X: 
XI: 
0,4 M TRIS-HCl, pH 8,0. 
0,1 M Citrato Sódico, pH 4,5 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 7,8 
0,2 M TRIS-HCl, pH 8,0 
0,05 M Acetato Sódico, pH 5,0 
0,025 M TRIS-HCl, pH 8,5 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 6,5 
0,5 M TRIS-HCl, pH 8,0 
0,5 M TRIS-HC1, pH 7,6 
0,1 M TRIS-HCl, pH 8,0 
0,05 M Fosfato Potásico, pH 7,5 
Referencias: 
(a) HarTÍs y Hopkinson (1977) 
(b) Brewer y Sing (1970) 
(c) Allendorfy cols (1977) 
(d) McAndrew y cols. (comunicación personal) 
(e) Benito y cols. (comunicación personal) 
XII: 
XIII: 
XIV: 
XV: 
0,1 M Fosfato Potásico, pH 7,0 
0,2 M TRIS-HCl, pH 9,0 
1 M Fosfato Potásico, pH 6,0 
A: 0,03 M TRIS 
0,005 M Ácido Cítrico, pH 8,5 
B: 0,06 M Hidróxido de Litio 
0,3 M Ácido Bórico, pH 8,1 
Mezclar las dos soluciones en una proporción de 99% A + 1% B 
XVI: 0,05 M TRIS + 0,032 M Maleico, pH 6,0 
XVII: 0,1 M TRIS-HCl, pH 7,4 
XVIII: 0,05 M TRIS-HCl, pH 8,6 
~ 
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3.1. MUESTRA ATL1: 
En el revelado de los sistemas enzimáticos 6-Fosfogluconato Deshidrogenasa, 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa y Glutamato Deshidrogenasa no se detectó 
actividad alguna, lo que hace suponer que el sistema de tampones fracasó en la 
preservación de la actividad de tales enzimas durante la electroforesis. Para los 
demás sistemas, se describen a continuación las distintas situaciones encontradas, 
en las que todas las bandas migraron hacia el ánodo (en el Apéndice 1 se dan los 
genotipos de los individuos para los loci polimórficos): 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH): 
La tinción reveló 2 bandas en hígado, músculo y bazo y ausencia de actividad 
en los restantes órganos (Figura 3.1), El tejido que presentó mayor actividad y 
resolución para todas las bandas fue el hígado, por lo que fue elegido como 
representativo de este sistema enzimático para el análisis poblacional. 
- -
-ADH* 
H M o e B R Origen 
Figura 3.1 
De 90 individuos analizados, 88 mostraron el patrón descrito y dos un patrón 
de 2 bandas algo más lentas (Figura 3.2). Estos patrones de bandas junto con sus 
respectivas frecuencias de aparición sugieren que el sistema ADH estaría codificado 
por un locus con dos alelos (ADH* 100 y ADH*80). Esta valoración se basa en que el 
-
-ADH* 
-
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fenotipo variante presentó las dos bandas 
más retrasadas lo que puede ser interpre· 
tado como que la banda lenta es un artefac· 
to metodológico producido por modificacio· 
nes de la propia proteína. Al ser ambos 
individuos homocigotos, esta variación no 
nos permitió deducir nada acerca de la 
o lOO/lOO 80/80 Origen naturaleza o estructura cuaternaria de la 
Figura 3.2 ADH. 
Las frecuencias génicas y 
genotípicas y los valores de heterocigosidad observada y esperada se encuentran en 
la Tabla 3.2. Para determinar el equilibrio Hardy-Weinberg se aplicó una prueba 
chi-cuadrado, obteniéndose un valor de 91,79, que para dos grados de libertad da una 
probabilidad menor a un 0,1%, con lo que se deduce que la población no está en 
equilibrio para este sistema enzimático. La estima de f corrobora esta situación y al 
ser positivo ( t;, = 1,011) la desviación es producida por un defecto de heterocigotos en 
la muestra (Tabla 3.9). 
Aspartato Aminotransferasa (AA T): 
Se detectaron cuatro zonas de actividad con distinta especificidad de tejido, 
cuya posterior interpretación llevó a inferir la existencia de 310ci. AAT-l* apareció 
en todos los tejidos analizados,AAT-2* en hígado, músculo, corazón y bazo, mientras 
que AAT-3* se reveló en ojo además de en hígado (Figura 3.3). Los tres loci se 
expresaron conjuntamente y con muy buena resolución en hígado, por lo que éste fue 
considerado como órgano de elección para llevar a cabo el análisis poblacional. 
Además éste presentaba una banda equidistante entre AAT-2* y AAT-3* que fue 
interpretada como un heterodímero deAAT-2* y AAT-3*, poniendo de manifiesto la 
naturaleza dimérica de sus respectivos enzimas. 
RESULTADOS 
-AAT-3* 
-AAT-2* 
-AAT-1* 
G H o M e B Origen 
Figura 3.3 
AAT-2* presentó una imagen de dos bandas en todos los individuos analiza-
dos, pero el hecho de que no se observara una zona híbrida intermedia entre ambas 
y de que la segunda banda fuera más tenue en su actividad nos indujo a pensar en 
esta última como un artefacto de la técnica debido a la conservación de las muestras. 
De los 90 individuos analizados uno fue diferente del resto enAAT-1*, con-
siderándolo como una variación alélica en condición de homocigosis (AAT-1* 140). 
AAT-3* presentó también variación observándose tres alelos (AAT-3*94, 
AAT-3*100 y AAT-3*107) dos de ellos en condición de homocigosis (AAT-3*94 y 
AAT-3* 1 00) Y heterocigotos entre AAT-3*94, AAT-3* 1 00 Y AAT-3* 100, AAT-3* 107. 
No se detectó ningún homocigoto para el alelo *107. En los heterocigotos se obser-
varon tres bandas en correspondencia con la naturaleza dimérica del enzima 
(Figura 3.4). 
Las frecuencias génicas y genotípicas así como los valores de heterocigosidad 
observada y esperada se incluyen en la Tabla 3.2. En los dos loci polimórficos se 
aplicó una prueba de chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg obteniéndose 
un valor de 91,81 para AAT-1*, que con dos grados de libertad se obtiene una 
probabilidad menor a un 0,1%, por lo que la población no está en equilibrio para este 
locus, y de 1,405 paraAAT-3*, obteniéndose una probabilidad del 92% paraAAT-3* 
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con cinco grados de libertad, estando la población en equilibrio. La estima de f 
corrobora estas situaciones y al ser positivo paraAAT-l* (fT = 1,011) la desviación 
es producida por un defecto de heterocigotos en la muestra (Tabla 3.9). 
}-AAT-3* 
~~._ ....... -~--**. ~-~ ... -----_._. 
---------------
--------------- -
--_ ........ -. __ . _._---~ .... -_ .. , 
--------_.'--- }-AAT-2* 
- - -- -
}-AAT-l* 
Origen 
G lOO/lOO 94/94 94/100 94/100 100/107 -AAT-3* 
lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 140/140 lOO/lOO -AAT-l* 
Figura 3.4 
Diaforasa (DIA): 
Se detectaron dos zonas de actividad diferentes, la primera constituida por 
una banda presumiblemente codificada por un locus génico (DIA-l*) expresada sólo 
en hígado, y la segunda, más rápida, por dos bandas de igual intensidad expresadas 
-DIA-2* 
-DIA-l* 
G H M O e B R Origen 
Figura 3.5 
1 
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o 100/100 100/83 83/83 
-DIA-2* 
-DIA-l* 
en todos los tejidos, aunque 
con mayor actividad en híga-
do (Figura 3.5). En los indivi-
duos que presentaron varia-
ción ambas bandas se habían 
desplazado pero siempre 
Origen manteniendo la separación 
Figura 3.6 entre ambas. Esto sugería 
que una de las dos bandas 
sería un artefacto, por lo que consideramos esta segunda zona de actividad codificada 
por un locus génico (DIA-2*) con dos alelos (DIA-2*83 y DIA-2* 100). Los individuos 
heterocigotos presentaron cuatro bandas, lo que indicó la naturaleza monomérica de 
este enzima, confirmada en la bibliograña (Figura 3.6). 
Las frecuencias génicas y genotípicas y los valores de heterocigosidad 
observada y esperada de DIA-2* están en la Tabla 3.2. Se aplicó una prueba de 
chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg obteniéndose un valor de 0,015, que 
para dos grados de libertad da una probabilidad mayor del 95%, por lo que la 
población se halla en equilibrio para este locus. La estima de f corrobora esta 
situación (Tabla 3.9). 
Esterasas (EST): 
El complicado patrón de bandas en los distintos tejidos analizados para este 
enzima, junto con la posibilidad de variación postraduccional citada por otros 
autores en otras especies de peces, hicieron difícil la interpretación y asignación del 
número de loci que codifican para este sistema enzimático. 
En el hígado se detectaron 6 zonas de actividad diferentes, mientras que los 
demás tejidos sólo presentaban 2 o 3. Del total de 6, 3 tenían una banda y las 
restantes varias bandas (Figura 3.7). Al ser el hígado el órgano en el que se 
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manifestaban mayor número de zonas de actividad fue elegido para la posterior 
caracterización de la muestra poblacional. 
-EST-6* 
-EST-5* 
- - - - - -
-EST-4* 
-EST-3* 
-EST-2* 
-EST-l* 
~-----------------------------------------------------0H M OC B R Origen 
Figura 3.7 
Cada zona se consideró codificada por un locus (EST-l*, EST-2*, EST-3*, 
EST-4*, EST-5*, EST-6*), no presentando ninguno de ellos variación alélica. De 
aquellas zonas que presentaron varias bandas (EST-4*, EST-5*, EST-6*), EST-4* 
fue la más variable en cuanto al número de bandas secundarias entre los distintos 
individuos. La explicación más plausible de esta variación es imputable a cambios 
postraduccionales. 
Fumarato Hidratasa (FH): 
Tres bandas se visualizaron únicamente en el músculo, mientras que en los 
demás órganos no se detectó actividad alguna (Figura 3.8). La tinción fue muy tenue 
y desapareció en seguida, aunque en principio se podría considerar la existencia de 
tres loci génicos, la falta de confirmación nos llevó a considerar este sistema 
enzimático como no útil para el muestreo genético de las poblaciones de lubina. 
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Figura 3.8 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH): 
Tres bandas aparecieron en el ojo, mientras que en los demás órganos no se 
detectó actividad alguna (Figura 3.9). El análisis posterior de 30 individuos no reveló 
variación. Y no se pudo ampliar a más individuos por pérdida del material, por lo que 
con estos resultados insuficientes no se pudo llegar a caracterizar este sistema y fue 
desechado para el análisis genético. 
o 
o H M O e B R Origen 
Figura 3.9 
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Iditol Deshidrogenasa (IDDH): 
Se detectaron 4 bandas en ojo y en músculo, de las que la más lenta estuvo 
presente también en corazón y en bazo. En el hígado se revelaron las dos bandas de 
movilidad intermedia (Figura 3.10). En base a este patrón se consideró a este enzima 
codificado por 410ci génicos (lDDH-l*, IDDH-2*, IDDH-3*, IDDH-4*) Y puesto que 
todos se expresaron en el ojo con una mayor actividad, se le eligió para la posterior 
caracterización que sólo se pudo llevar a cabo en 30 individuos. No se encontró 
variación en la muestra analizada. La posibilidad de interferencia con la LDH nos 
hizo descartar este enzima para el muestreo genético de las poblaciones de lubina. 
H M o e B R Origen 
Figura 3.10 
Lactato Deshidrogenasa (LDH): 
Se detectó una zona de actividad en músculo, en hígado y en bazo, dos en riñón 
y en corazón, y tres zonas en ojo. En los demás tejidos la tinción fue muy tenue. La 
banda más lenta estuvo presente en todos los tejidos analizados, aunque hígado y 
músculo presentaron además una segunda banda retrasada mucho más débil. La 
banda algo más rápida que la anterior apareció en ojo, corazón y riñón. El hígado 
presentó, en una posición algo más adelantada, una doble banda muy débil, que no 
coincidió con la de ojo o la del corazón, pero sí con las correspondientes de la ADH. 
RESULTADOS 
La banda más anódica se expresó sólo en el ojo. Aparecieron además otras 
bandas intermedias entre las tres bandas principales del ojo, de tinción más tenue 
y variable (Figura 3.11). 
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Figura 3.11 
Todos estos datos apuntan hacia una codificación de la LDH por tres loci 
génicos, homólogos a los de otras especies de peces y análogos a los de manúferos 
(LDH-1*, LDH-2*, LDH-3*). Los ór-
-
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Figura 3.12 
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Origen 
ganos elegidos para el análisis poste-
rior de la población fueron hígado, 
músculo y ojo. De los 90 individuos 
analizados para el hígado sólo uno 
presentó variación, siendo he tero-
cigótico para dos alelos, LDH-1* 100 Y 
LDH-1* 167 (Figura 3.12). En el mús-
culo esquelético y en el ojo sólo fue posible el análisis de 30 individuos antes de que 
las muestras se malograran, sin encontrar variación entre éstos. 
Las frecuencias génicas y genotípicas y los valores observados y esperados de 
heterocigosidad para LDH-1* están en la Tabla 3.2. Se aplicó una prueba de 
chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg obteniéndose un valor de 0,015, que 
para dos grados de libertad se obtiene una probabilidad mayor al 95%, por lo que la 
población se puede considerar en equilibrio para este locus. 
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Malato Deshidrogenasa (MDH): 
Los distintos órganos revelaron diferencias en cuanto a las zonas de activi-
dad. La banda más lenta se detectó en el corazón. La siguiente banda, algo más 
rápida que la anterior, apareció en todos los órganos. Un conjunto de tres bandas más 
rápidas que las anteriores se expresaron exclusivamente en el hígado. Por último, 
otra banda, la más rápida de todas, se expresó en hígado y ojo, aunque este último 
órgano y el corazón presentaron una banda adicional algo más retrasada que la más 
anódica (Figura 3.13). 
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Figura 3.13 
El estudio poblacional tuvimos que limitarlo, por pérdida del material, al 
análisis de los hígados de 30 individuos, no detectándose variación alguna, siendo 
imposible determinar la estructura cuaternaria de algunos de los isoenzimas, si bien 
las tres bandas equidistantes en el hígado son la imagen típica de una proteína 
dimérica codificada por dos loci fijados. En 9 de los individuos analizados se detectó 
la presencia de una banda adicional intermedia entre las dos últimas, sin poder 
determinar el tipo de variación. 
Ante la imposibilidad de ampliar el análisis consideramos la existencia de 3 
loci (MDH-l*, MDH-2*, MDH-3*) codificadores respectivamente de la banda más 
lenta del hígado y las tres siguientes presentes en el mismo órgano. 
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Super6xido Dismutasa (SOD): 
Se observó una banda en cada uno de los tejidos, aunque con mejor resolución 
en hígado, presumiblemente codificada por un locus génico (SOD-1*). Adicionalmente 
se observaron en el ojo tres bandas más rápidas, posiblemente resultado de dos loci 
génicos adicionales (SOD-2*, SOD-3*). (Figura 3.14), 
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Figura 3.14 
En el análisis de los hígados de 90 individuos se detectó variación expresada 
por tres alelos (SOD-1 *70, SOD-1 * 1 00, SOD-1 * 130), apareciendo en los individuos 
heterocigóticos con una imagen de tres bandas en correspondencia con una estruc-
tura dimérica de la proteína. Sólo se observaron individuos homocigóticos para los 
alelosSOD-1*70ySOD-1*100yheterocigóticosdeltipoSOD-1*70/ 100ySOD-1*100/ 
130 (Figura 3.15). 
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Figura 3.15 
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La imagen de tres bandas equidistantes entre sí en el ojo, se correspondería 
con la expresión de dos loci en una proteína dimérica. No se detectó variación para 
este tejido en los 30 individuos que se analizaron. 
Las frecuencias génicas y genotípicas y los valores observados y esperados de 
heterocigosidad paraSOD-l * están en la Tabla 3.2.Seaplicóunapruebachi-cuadrado 
para el equilibrio Hardy-Weinberg obteniéndose un valor de 2,04, que para 5 grados 
de libertad se obtiene una probabilidad del 84%, por lo que consideramos que la 
población está en equilibrio para este locus. La estima de f corrobora esta situación 
(Tabla 3.9), 
Xantina Deshidrogenasa CXDH): 
En un principio se detectó una sola banda de expresión muy débil en todos los 
tejidos analizados. Posteriormente se intentó revelar este enzima en los hígados de 
30 individuos, pero sin éxito. La repetición de la prueba a todos los tejidos dio a su 
vez resultados negativos nuevamente, por lo que finalmente este sistema se descartó 
para el muestreo genético de esta población, 
La valoración global de todos los sistemas se recoge de forma sintética en la 
Tabla 3.1, en la que se reflejan los loci detectados y su denominación, si son o no útiles 
para el muestreo genético de poblaciones, los tejidos en los que cada locus se expresa 
con mejor resolución y/o mayor actividad, así como el órgano y el número de 
individuos empleados en el análisis posterior. 
Las combinaciones alélicas encontradas, así como los respectivos valores de 
frecuencias génicas y genotípicas se incluyen en la Tabla 3.2. Asimismo se incluyen 
los valores de heterocigosidad, observados y esperados, para cada locus génico, los 
RESULTADOS 
valores de chi-cuadrado y la probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg. Al final 
de la tabla se dan los valores de Heterocigosidad media, con la desviación típica, y de 
Polimorfismo. 
Para el análisis de ligamiento s610 se realizaron comparaciones entre aque-
1l0slocipolim6rficosconfrecuenciasaltasparalosalelosraros:AAT-1*,D1A-2*ySOD-
1*. Ninguna de las comparaciones resultó significativa, como se puede observar en 
la Tabla 3.10, por lo que se considera que estos loci segregan independientemente. 
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3.2. MUESTRA ATL2: 
De los 26 sistemas enzimáticos analizados, sólo 4 no han sido útiles para el 
muestreo genético de poblaciones, por diversas causas. Estos son: Catalasa, Fosfatasas 
ácidas, Fosfatasas alcalinas y Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa. Los resultados 
obtenidos para los distintos sistemas enzimáticos, en los distintos tampones y 
órganos, fueron las siguientes (en el Apéndice 1 se dan los genotipos de los individuos 
para los loci polimórficos): 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH): 
No se detectó ninguna actividad enzimática con ninguno de los tampones 
utilizados, excepto con el tampón POU, con el que el hígado mostró una banda de 
movilidad hacia el ánodo. También se visualizó una segunda banda en posición algo 
más atrasada que la anterior, pero de actividad muy débil, que apareció después de 
muchas horas de tinción (Figura 3.16). Consideramos este sistema codificado por un 
único locus génico (ADH*). 
-
-ADH* 
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Figura 3.16 
Al aplicar posteriormente la tinción a 96 individuos se detectó cierta varia-
bilidad consistente en la presencia en dos individuos de una segunda banda algo más 
atrasada. Otro individuo presentó otra banda algo más rápida que la más común 
presente en todos los individuos. Estos tres individuos fueron considerados 
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heterocigotos para tres alelas 
denominados ADH*80, 
ADH*l00 y ADH*120 (Figu-
ra 3.17). Esta imagen estaría 
en desacuerdo con la estruc-
tura dimérica que de este sis-
tema se da en la bibliografia. 
Las frecuencias genotípicas y génicas, los valores de heterocigosidad ob-
servados y esperados, así como el valor de la prueba de chi-cuadrado para el equilibrio 
Hardy-Weinberg, están en la Tabla 3.4. Este valor de chi-cuadrado (0,034) para 5 
grados de libertad demuestra que la población está en equilibrio para estos alelas con 
una probabilidad mayor al 95%. La estima de f corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
a-Amilasas (AMY): 
De los cuatro tampones empleados sólo dos dieron resultados positivos en 
cuanto a la tinción, CAM1 y POU. Siendo el mejor de ambos el primero por su 
resolución. En cualquier caso sólo se detectó una banda, migrando hacia el ánodo, en 
el hígado, no detectándose actividad en el resto de los órganos analizados (Figura 3.18). 
En la posterior aplicación de la tinción a los hígados de todos los individuos no se 
detectó ninguna variación. Consideramos este enzima codificado por un único locus 
(AMY*). 
-AMY* 
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Figura 3.18 
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Aspartato Aminotransferasa (AAT): 
Ninguno de los cuatro tampones empleados dieron resultados satisfactorios 
en cuanto a la resolución de las bandas de este sistema enzimático, ya reveladas 
anteriormente en la población ATL1 en geles de poliacrilamida. Es por ello que 
optamos por aplicar el protocolo empleado en ATL 1 para este enzima, conociendo de 
antemano que el hígado era el órgano óptimo para el análisis de todos los individuos, 
por 10 que se hizo innecesario repetir el protocolo previo de caracterización de los 
órganos objeto de estudio (Figura 3.3). 
En la aplicación del citado protocolo a 96 individuos se detectaron individuos 
tanto homocigóticos como heterocigóticos para dos alelos de AAT-3*, que tenían las 
mismas movilidades que dos de los detectados en la población ATLl. A estos dos 
alelo s se les denominóAAT-3*94 y AAT-3*100 (Figura 3.4). 
En la Tabla 3.4 se recogen las frecuencias génicas y genotípicas para estos 
alelos, así como los valores de heterocigosidad observados y esperados. Se aplicó una 
prueba chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg que reveló una situación de 
equilibrio para esta población con una probabilidad mayor del 95%. La estima de f 
corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
Cata lasa (CAT): 
En un principio este enzima dio resultados positivos en hígado, riñón y 
corazón con el tampón POU, si bien mostrando un patrón complicado con múltiples 
bandas que migraban tanto hacia el ánodo como hacia el cátodo (Figura 3.19). 
También se detectó actividad con el tampón RID pero con menos bandas y peor 
resolución. Al aplicar la tinción a los hígados de los 96 individuos el resultado fue 
decepcionante y sólo en 10 de los 96 individuos las bandas aparecieron con suficiente 
actividad. Para excluir si este problema era debido a la tinción y/o a los componentes 
del tampón, se repitieron las tinciones y las electroforesis con soluciones frescas, 
obteniéndose el mismo resultado. 
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Figura 3.19 
Posiblemente una preservación defectuosa del material fue la causa de la 
pobre resolución obtenida, por lo que tuvimos que considerarlo como no útil para el 
muestreo genético de las poblaciones de lubina. 
Díaforasa (DIA): 
Se detectaron dos bandas anódicas en hígado con los cuatro tampones, que 
también aparecieron con menor actividad en corazón yen riñón, con el tampón CAMl 
(Figura 3.20). La mejor resolución y actividad se dio en hígado con CAM1. Consi-
deramos esta proteína codificada por dos loci (DIA-l*, DIA-2*). El posterior análisis 
se realizó sobre los hígados de 96 individuos no detectándose variación. 
o 
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Figura 3.20 
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Endopeptidasas (ENDOP): 
Se detectaron tres bandas catódicas con el tampón CAM1. Las dos bandas 
más rápidas fueron específicas de ojo~ y la lenta de músculo~ que también apareció 
en ojo con una actividad muy débil (Figura 3.21). 
H M O C R Origen 
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Figura 3.21 
El patrón fue muy similar con el tampón HIS~ aunque con una banda menos 
en el ojo. Con el tampón PO U la migración fue hacia el ánodo y sólo se expresaron dos 
bandas~ la del ojo más rápida que la del músculo. Con el tampón RID no se apreció 
actividad. 
Este modelo de bandas es indicativo de que este enzima está codificado por 
tres loci génicos (ENDOP-l*, ENDOP-2*~ ENDOP-3*). El posterior análisis sobre 
muestras de músculo y ojo de 96 individuos con el tampón CAM1 no reveló variación. 
Enzima Málico (MEP): 
El patrón de bandas fue muy diverso según el tampón utilizado, entre una y 
dos bandas en hígado, músculo y corazón, obteniendo los mejores resultados con el 
tampón CAM1. Con este tampón obtuvimos dos bandas anódicas en hígado y en 
corazón, con mejor resolución en el primero, y una sola banda en músculo coincidente 
ps 
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con la lenta de hígado y corazón. En músculo se visualizó también en las primeras 
pruebas una tenue banda migrando hacia el cátodo (Figura 3.22). 
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-
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Figura 3.22 
Hígado y músculo se eligieron para el posterior análisis de la población. En 
este análisis la banda catódica del músculo no apareció en ninguno de los individuos. 
En base a estos patrones consideramos este enzima codificado por dos loci (MEP-l*, 
MEP-2*), detectándose en el primero, MEP-l*, 3 alelos, MEP-l*63, MEP-l* 100, 
MEP-l* 137, tanto en condición de homocigosis como de heterocigosis, con excepción 
del heterocigoto entre el alelo *63 y el *137 (Figura 3.23). En el hígado la expresión 
de la variabilidad fue más clara que en el músculo, pero sólo se reveló en 85 de los 96 
individuos analizados. 
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Figura 3.23 
Las frecuencias génicas y genotípicas, así como los valores de heterocigosi-
dad están recogidos en la Tabla 3.4. La prueba de cm-cuadrado para el equilibrio 
Hardy-Weinberg, dio un valor de 10,27, que para 5 grados de libertad da una 
probabilidad del 7%, que aunque baja es suficiente para aceptar que las variaciones 
o desviaciones en las frecuencias genotípicas son debidas al azar. La estima de f 
corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
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Esterasas (EST): 
Los patrones de bandas obtenidos con los tampones HIS y POU fueron 
confusos, siendo imposible interpretación alguna. Mejor resolución se obtuvo con los 
tampones CAMl y RID, aunque con un menor número de zonas de actividad con el 
primero que con el segundo, por lo que el tampón RID se consideró como el óptimo 
para este sistema enzimático. De todos los órganos analizados, hígado y músculo se 
mostraron similares y con un mejor patrón. Las únicas diferencias estribaron en que 
algunas zonas de actividad en hígado fueron multibandeadas y en músculo fueron 
monobandeadas. 
En total se visualizaron 5 zonas de actividad de distinta intensidad de tinción 
y todas migrando hacia el ánodo. Consideramos este enzima codificado por 5 loci 
(EST-l*, EST-2*, EST-3*, EST-4*, EST-5*), de los que EST-2*, EST-4* y EST-5* 
fueron multibandeadas (Figura 3.24). 
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Figura 3.24 
Al analizar el hígado y el músculo de "96 individuos, se obtuvo variación en 
EST-3* al encontrar dos individuos con una segunda banda en la tercera zona de 
actividad de igual intensidad y de migración algo más lenta. Estos fueron conside-
rados heterocigotos y los alelos fueron denominados EST-3*80 y EST-3* 100 (Figu-
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Figura 3.25 
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ra 3.25). Este tipo de patrón sugiere de 
inmediato la naturaleza monomérica de 
este enzima. 
Las frecuencias génicas y 
genotípicas y los valores de 
heterocigosidad aparecen enla Tabla 3.4. 
Se aplicó la prueba chi-cuadrado para el 
equilibrio Hardy-Weinberg, obtenién-
dose un valor de 0,011, que para dos 
grados de libertad da una probabilidad mayor al 95%, admitiendo por ello una 
situación de equilibrio. La estima de f corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
Fosfatasas AcUlas (ACP) y Alcalinas (ALP): 
Estos dos sistemas se consideran conjuntamente por sus similares caracte-
rísticas, y por no resultar útiles por las mismas causas para el muestreo genético de 
poblaciones de lubina. 
Ambos presentaron patrones idénticos con los tampones HIS y POU, muy 
difíciles de interpretar y diferentes en todos los individuos de la primera muestra. 
Con los tampones CAM1 y RID los patrones de ambos sistemas fueron distintos entre 
sí. Además, las bandas aparecieron muy tenues y difusas después de más de 18 horas 
de tinción, por 10 que no se puede afirmar que realmente pertenecieran a estos 
sistemas. 
Fosfoglucomutasa (PGM): 
Se obtuvo un patrón de tres bandas anódicas con el tampón CAM1 pero muy 
poco resolutivas, puesto que aparecieron muy anchas y juntas. Con el tampón RID 
estas bandas se definieron en dos zonas de actividad que variaron de un tejido a otro. 
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Así, en la zona lenta con el hígado se observaron múltiples bandas de actividad 
decreciente equidistantes entre sí, mientras que en músculo se observaron 3 yen ojo 
sólo una. La segunda zona de actividad presentó una sola banda. Consideramos este 
enzima codificado por dos loci (PGM-l*, PGM-2*) (Figura 3.26). 
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Figura 3.26 
Los órganos empleados para la caracterización de la población fueron hígado 
y ojo, no detectándose variación en IÚnguno de los dos 10cL 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDH): 
De los cuatro tampones empleados sólo con CAMl se reveló este enzima con 
la suficiente resolución, con una única banda migrando hacia el ánodo en ojo, 
corazón, riñón y, con mayor actividad, en hígado (Figura 3.27). Consideramos este 
enzima codificado por un ÚIÚCO locus (PGDH*). El análisis posterior de 96 individuos 
en hígado no reveló variación. 
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Figura 3.27 
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Glicerol Deshidrogenasa (GL YDH): 
De los cuatro tampones probados sólo con CAMl se detectó actividad para 
este enzima, en forma de una banda migrando hacia el cátodo en hígado y en músculo 
(Figura 3.28). Consideramos este enzima codificado por un locus (GLYDH*). 
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Figura 3.28 
El análisis posterior de muestras de hígado de 96 individuos no reveló 
variación, por lo que no fue posible hacer deducción alguna sobre la naturaleza de 
este enzima. 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH): 
Se revelaron tres zonas de actividad con el tampón CAMl, en hígado, 
músculo y corazón; dos zonas con el tampón HIS, en hígado y músculo; y una zona 
en músculo con el tampón POU, siempre migrando hacia el ánodo. La mejor 
resolución se dio con el tampón CAM1. Cada zona estaba representada por una 
banda en los distintos tejidos. Así, el hígado presentó la banda más rápida, el músculo 
la más lenta, y el corazón la de movilidad intermedia entre las anteriores y con una 
actividad menor (Figura 3.29). Consideramos este enzima codificado por tres loci 
(G3PDH-l*, G3PDH-2*, G3PDH-3*). 
La aplicación posterior de la técnica al hígado y músculo de 96 individuos y 
al corazón de 98 no reveló variación. En corazón sólo se detectó actividad en 54 de los 
98 individuos analizados. Por este motivo consideramos este locus (G3PDH-2*) como 
no útil para el muestreo genético poblacional. 
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Figura 3.29 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH): 
Los patrones observados con cada uno de los tampones fueron imposibles de 
interpretar debido a un exceso de actividad que produjo la no definición en bandas, 
sino un área de tinción continua entre el origen y el frente. N o obstante, con el tampón 
POU fue posible visualizar debajo del área de tinción continua, tres o cuatro bandas 
equidistantes entre sí, que variaban en posición entre los distintos tejidos y entre los 
diferentes individuos (Figura 3.30). Dada su inconsistencia consideramos a estenzima 
como no útil para el muestreo genético. 
-G6PDH-2* 
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Figura 3.30 
Glucosa-6-Fosfato lsomerasa (GPI): 
Con el tampón POU fue posible visualizar tres bandas, equidistantes entre 
sí y migrando hacia el ánodo en los distintos tejidos, exceptuando el ojo en el que se 
detectaron dos bandas. Este patrón es típico de dos loci codificadores de una proteína 
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dimérica (GPI-l*t GPI-2*). El hígado mostró además una banda ligeramente más 
lenta y con menor actividad que la principal t que interpretamos como un artefacto 
(Figura 3.31). Siendo el hígado el tejido que presentó una mayor actividad fue 
utilizado para el análisis de los 96 individuost no detectándose variación. 
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Figura 3.31 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH): 
Sólo se detectó actividad en hígado con el tampón CAM1 t en forma de una 
banda migrando hacia el ánodo (Figura 3.32). Al analizar este sistema en 96 
individuos no se observó variación. Consideramos este enzima codificado por un 
locus único (GLUDH*). 
-
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Figura 3.32 
H exoquinasa (HK): 
Patrones muy similares se observaron con los distintos tampones t con una 
banda migrando hacia el ánodo en hígado y riñón. Con el tampón PO U se observó una 
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banda en hígado y otra banda más lenta y más débil en músculo (Figura 3.33). De este 
patrón inferimos la existencia de dos loci (HK-l*, HK-2*) para este sistema. El 
análisis posterior del músculo e hígado, con el tampón POU, de 96 individuos no 
reveló variación. No se visualizaron las débiles bandas del músculo, por lo que 
consideramos aHK-l* como no útil para el muestreo genético de la población. 
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-HK-2* 
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Figura 3.33 
Iditol Deshidrogenasa (lDDH): 
Los patrones obtenidos variaron con los distintos tampones. Con el tampón 
CAMl se observaron tres bandas en hígado (anódica, en el origen y catódica, 
respectivamente), una en músculo (en el origen) y una en riñón y corazón (catódicas). 
Con el tampón POU se visualizaron en hígado tres bandas catódicas equidistantes 
entre sí, así como otras dos anódicas, y en ojo tres bandas anódicas de las que sólo la 
más lenta coincidió en posición con la más lenta del hígado. Todas las bandas de 
migración anódica fueron muy débiles y no aparecieron de forma constante, por lo 
que estos patrones fueron descartados. 
En el tampónRID se observaron tres bandas catódicas en hígado equidistantes 
entre sí, la cual es la imagen de una proteína dimérica codificada por dos loci fijados. 
Además, apareció una banda anódica muy débil, pero perceptible en todos los 
individuos, en hígado y corazón (Figura 3.34). En base a este patrón consideramos 
a este sistema enzimático codificado por tres loci (lDDH-l*, IDDH-2*, IDDH-3*). El 
posterior análisis de los hígados de 96 individuos no reveló variación. 
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Figura 3.34 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP): 
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Mientras que con los tampones HIS, POU o RID se observó una sola banda 
en uno o dos órganos, con el tampón CAMl el patrón de bandas fue más diverso y 
específico para los distintos tejidos. 
El hígado presentó una única banda anódica de gran actividad, también 
presente, aunque más débil, en ojo, riñón y corazón. En músculo y corazón se pudo 
observar una segunda banda más lenta, de modo que este último órgano presentó 
ambas zonas de actividad (Figura 3.35). Consideramos este sistema enzimático 
codificado por dos loci, siendo IDHP-l* específico de músculo e IDHP-2* específico 
de hígado, ojo y riñón. El análisis posterior de los corazones de 98 individuos no reveló 
variación alguna. 
0 
-
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-IDHP-2* 
- - ·IDHP-l* 
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Figura 3.35 
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Lactato Deshidrogenasa (LDH): 
De los cuatro sistemas tampón utilizados sólo el tampón RID dio resultados 
más satisfactorios. Con los demás tampones se visualizaron dos o tres bandas sólo 
en músculo y en ojo. 
El patrón fue muy variable entre los distintos órganos, del que se dedujo la 
existencia de tres loci génicos codificadores de este enzima: LDH-l* específico de 
músculo, aunque también aparece en ojo; LDH-2* específico de corazón y de riñón, 
apareciendo también en los otros tres órganos; LDH-3* específico de ojo. Entre cada 
una de las bandas principales correspondientes a cada locus aparecen una serie de 
bandas intermedias diñciles de interpretar, que parecen ser heterotetrámeros 
(Figura 3.36). 
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Figura 3.36 
El órgano elegido para el análisis poblacional fue el ojo que no presentó 
variación alguna en los 96 individuos. 
Leucina Aminopeptidasa (LAP): 
Con el tampón RID no se detectó actividad. Con el tampón HIS sólo se 
visualizó una banda migrando hacia el ánodo en músculo. Con el tampón CAMl se 
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obtuvieron dos bandas migrando hacia el cátodo en músculo y una banda, coincidente 
con la rápida de músculo, en ojo. Con el tampón POU se obtuvieron tres bandas 
anódicas en músculo (Figura 3.37). Dada la buena resolución de este tampón se eligió 
para el análisis posterior de toda la población, y de su patrón se infirió la existencia 
de tres loci (LAP-l*, LAP-2*, LAP-3*). 
-LAP-3* 
-LAP-2* 
___________________________________________ -LAP-l* 
o H M O C R Origen 
Figura 3.37 
Al analizar para este sistema 96 individuos se detectó una actividad muy 
tenue dellocus LAP-l* en menos de 20 individuos, por lo que fue desestimado. Los 
loci restantes se mostraron invariables. 
Malato Deshidrogenasa (MDH): 
Los patrones de bandas observados con los tampones RID y POU fueron muy 
similares, todas migrando hacia el ánodo: una banda rápida en hígado, otra lenta en 
corazón, y ambas en músculo con una banda intermedia equidistante a las otras dos. 
Este patrón representa la expresión de dos loci fijados para una proteína dimérica. 
Con el tampón HIS se observó algo similar, pero fue el ojo el que tuvo la banda lenta, 
mientras que el hígado y el músculo tuvieron el mismo patrón que con los otros dos 
tampones citados anteriormente. 
El tampón que permitió mejor resolución fue CAM 1, con el que se observó una 
banda catódica en hígado y ojo. Este último, al igual que el músculo, presentó tres 
bandas anódicas equidistantes entre sí. En ojo y corazón apareció otra banda más 
lenta, muy cerca del origen (Figura 3.38). Así, en base al patrón del ojo, inferimos la 
existencia de cuatro loci (MDH-l*, MDH-2*, MDH-3*, MDH-4*). 
114 RESULTADOS 
0 
- - -
-MDH-4* 
- -
-
-
-MDH-3* 
Origen 
- -
-MDH-2* 
-
-
-MDH-l* 
0 H M O C R 
Figura3.3S 
En el análisis posterior de muestras de ojo, músculo e hígado de 96 individuos 
no se detectó variación. 
Succinato Deshidrogenasa (SUCDH): 
Con el tampón RID no se detectó actividad. Con el tampón POU no se 
definieron bandas, sino manchas alargadas en dos de los tejidos. Con el tampón HIS 
sólo se visualizaron dos bandas en tres tejidos. El tampón que permitió revelar un 
patrón más completo fue CAM1. 
Hígado y músculo mostraron una banda con migración hacia el cátodo 
cercana al origen. Coincidentes en movilidad desde el origen hacia el ánodo se 
observaron dos bandas en riñón, tres en hígado y ojo y cuatro en músculo y corazón. 
De estas bandas, las tres más rápidas fueron equidistantes entre sí, dando una 
imagen típica de dos loci fijados en una proteína dimérica (Figura 3.39). Considera-
moseste sistema enzimático codificado por cuatro loci génicos (SUCDH-l*,S UCDH-2*, 
SUCDH-3*, SUCDH-4*). 
El análisis posterior de los músculos e hígados de 96 individuos y de los 
corazones de 98 no reveló variación en ninguno de los cuatro loci. 
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Super6xido Dismutasa (SOD): 
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Con el tampón HIS no se detectó actividad. En muestras de hígado se observó 
una banda con el tampón POU, y dos con los tampones CAM1 y RID, si bien en este 
último también fue posible ver la banda de migración rápida en músculo, ojo y 
corazón. Consideramos este sistema enzimático codificado por dos loci (SOD-1*, 
SOD-2*). (Figura 3.40). 
== -SOD-2* 
-SOD-1* 
o H M O C R Origen 
Figura 3.40 
El posterior análisis de los hígados de 96 individuos reveló variación en 
SOD-2*, con tres alelos, SOD-2*70, SOD-2* 100 y SOD-2* 130 que se manifestaron 
tanto en homocigosis (con excepción del homocigoto para SOD-2* 130), como en he-
terocigosis (con excepción del heterocigoto SOD-2*70 /130), dando en este último 
caso una imagen de tres bandas, que define la estructura de esta proteína como 
dimérica y que confirma los datos obtenidos en la bibliografía (Figura 3.41). Las 
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frecuencias génicas y 
genotípicas, así como 
los valores de hete~ 
rocigosidad observa-
dos y esperados es~ 
tán en la Tabla 3.4. 
Se aplicó la prueba 
de chi -cuadrado para 
el equilibrio Hardy~ 
Weinberg, obteniendo un valor de 0,586, que para 5 grados de libertad nos da una 
probabilidad mayor al 95%, lo que refleja diferencias no significativas entre los datos 
observados y los esperados para el equilibrio. La estima de f corrobora esta situación 
(Tabla 3.9). 
Xantina Deshidrogenasa (XDH): 
Sólo con el tampón CAMl se pudo detectar actividad, manifestada por una 
banda anódica única en hígado (Figura 3.42), Tras aplicar el análisis a 96 individuos 
no se detectó variación en el único locus (XDH*) que consideramos codifica para este 
enzima. 
-XDH* 
H M O C R Origen 
Figura 3.42 
En la Tabla 3.3 se recogen de forma sintética los resultados de esta muestra, 
e incluye: los loci detectados en cada sistema y su denominación, si son o no útiles 
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para el muestreo genético de poblaciones, los tejidos en los que se revela cada locus 
con mejor resolución y/o mayor actividad, así como el órgano y el número de 
individuos empleados en el análisis poblacional. 
Los datos de frecuencias génicas y genotípicas de los loci génicos polimórficos 
se dan en la Tabla 3.4, en la que además se recogen los valores de heterocigosidad 
tanto observados como esperados, los valores de chi-cuadrado y la probabilidad de 
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus. Al final de la tabla se dan los valores 
de Heterocigosidad media, con la desviación típica, y de Polimorfismo. 
Para el análisis de ligamiento sólo se realizaron comparaciones entre 
aquellos loei polimórficos con frecuencias altas para los alelos raros: AAT-3*, MEP-
1* y SOD-2*. Ninguna de las comparaciones resultó significativa, como se puede 
observar en la Tabla 3.10, por lo que se consideran que estos loci segregan indepen-
dientemente. 
118 RESULTADOS 
3.3. MUESTRA CAN: 
De un total de 31 sistemas enzimáticos analizados, sólo 4 no han sido útiles 
para el muestreo genético de las poblaciones de lubina, por diversas causas. Estos 
sistemas son: Fructosa-bifosfato aldolasa, Purina nucleósido fosforilasa, Succinato 
deshidrogenasa y Xantina oxidasa. Las causas por las que fueron desestimados se 
explican en el apartado correspondiente (en el Apéndice 1 se dan los genotipos de los 
individuos para los loci polimórficos). 
Las situaciones encontradas para los distintos sistemas enzimáticos, con los 
distintos tampones y órganos, fueron las siguientes: 
Aconitato Hidratasa (AH): 
Con el tampón TEB no se detectó actividad. Con el tampón CAM2 se detectó 
actividad en todos los tejidos, manifestándose como una banda anódica. Estómago y 
corazón presentaron una segunda banda más lenta y actividad más débil. La mejor 
resolución fue obtenida con el tampón CTC apareciendo tres bandas anódicas en 
hígado, corazón y estómago, de las que la banda intermedia estuvo más cerca de la 
banda lenta, dos en músculo, a la misma altura que la banda lenta y la rápida, y la 
banda más rápida en ojo y bazo (Figura 3.43). De todos los tejidos el que presentó 
mayor actividad fue el corazón. Consideramos este sistema enzimático codificado por 
-- -
-AH-3* 
-AH-2* 
-
-AH-l* 
o H M o E C B s Origen 
Figura 3.43 
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tres loci WI-l* ,AH-2* ,AH-3*). La aplicación de la técnica a los corazones e hígados 
de los individuos de la muestra no reveló variación en ninguno de los tres loci. 
Adenilato Quinasa (AK): 
Con el tampón CAM2 se observó una banda anódica en todos los tejidos, con 
excepción del músculo en el que se observaron dos bandas. Con el tampón TEB se 
detectaron dos bandas anódicas que aparecían solapadas en el músculo. De ellas la 
lenta apareció en ojo, corazón y bazo, y la rápida estuvo presente en hígado y 
estómago. 
La mejor resolución se obtuvo con el tampón CTC, donde todos los órganos 
presentaron una única banda anódica, excepto estómago e hígado que presentaron 
además una segunda banda de migración más rápida y que reveló una mayor 
actividad en estómago. También se observó una banda apenas perceptible cerca del 
origen en todos los órganos (Figura 3.44). Consideramos esta proteína codificada por 
dos loci (AK-l*, AK-2*). 
-
-AK-2* 
-
-AK-l* 
o H M o E C B s Origen 
Figura 3.44 
La aplicación posterior de la técnica a los hígados y estómagos de todos los 
individuos no reveló variación en ninguno de los dos loci. 
Adenosina Desaminasa (ADA): 
Una única banda migrando hacia el ánodo se observó en todos los tejidos con 
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actividad similar en los tres tampones (Figura 3.45). Consideramos este enzima 
codificado por un locus (ADA *). La aplicación posterior de la técnica a los hígados de 
todos los individuos usando el tampón CTC no reveló variación. 
- - - - - - - -ADA* 
o H M o E C B s Origen 
Figura 3.45 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH): 
Para este sistema enzimático se probaron tres sustratos y tres tampones con 
resultados muy dispares. En la mayoría de los tampones se observaron una o dos 
bandas anódicas, bien sólo en músculo o en hígado y músculo simultáneamente. En 
cambio, con el tampón CTC los patrones eran mucho más ricos en cuanto al número 
de bandas y variables con los distintos sustratos (Figura 3.46), no siendo reproduci-
A B e 
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Figura 3.46: Patrón de bandas de la ADH en hígado, en tampón CTC, 
usando distintos sustratos. A) Alcohol isoamílico; B) Propanol; C) Alcohol 
etílico. 
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bIes en todos los individuos analizados. Esta gran variabilidad de manifestaciones, 
junto con una actividad muy débil que hacía muy dificil su visualización, nos llevó 
a desestimar este sistema para el análisis poblacional. 
Aspartato Aminotransferasa (AA T): 
El patrón de bandas observado en este sistema fue muy similar con los 
distintos tampones, con ligeras variaciones. Se visualizaron un total de cuatro 
bandas, de las que la de migración catódica apareció en estómago con los tres 
tampones y en hígado, músculo y corazón con los tampones CAM2 y TEB. Las otras 
tres bandas de migración anódica, estuvieron presentes en hígado, dando una 
imagen típica de una proteína dimérica codificada por dos loci fijados. La banda más 
lenta de las tres apareció también en corazón con los tres tampones, en estómago con 
los tampones CAM2 y TEB y en bazo y sangre con el tampón TEB. La banda más 
rápida se reveló en ojo con los tres tampones (Figura 3.47). La interpretación de este 
patrón de bandas nos permitió inferir la existencia de tres loci (AAT-l*, AAT-2*, 
AAT-3*). 
-AAT-3* 
Origen -AAT-2* 
------------------------------------------------
-AAT-l* 
o H M O E C B S 
Figura 3.47 
A tenor de los resultados descritos, se eligieron el tampón CAM2 y muestras 
de hígado para llevar a cabo el análisis poblacional de este sistema, no detectándose 
variación en ninguno de los tres loci. 
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Catalasa (CAT): 
Sólo fue posible detectar actividad con el tampón TEB, en muestras de 
corazón, bazo y sangre, eligiendo este último órgano para la ulterior caracterización 
de los individuos de la muestra. En estos órganos el patrón observado fue de cinco 
bandas anódicas de actividad muy similar (Figura 3.48). Este patrón se ajusta a la 
expresión de una proteína tetramérica codificada por dos loci fijados (CA T-l*,CAT-2*). 
Si bien esta interpretación es sólo tentativa al carecer de datos de variabilidad 
genética que nos habría podido desvelar la estructura de este enzima, la información 
bibliográfica (Harris y Hopkinson, 1976; Aebersold y cols., 1987) apoya esta hipóte-
SIS. 
-
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Figura 3.48 
Creatina Quinasa (CK): 
El único tejido que reveló actividad fue el músculo en forma de una banda 
anódica con los tampones CAM2 y CTC y de dos bandas anódicas con el tampón TEB 
(Figura 3.49). Consideramos este enzima codificado por dos loci (CK-l*, CK-2*). La 
posterior aplicación de la técnica a muestras de músculo con el tampón TEB de todos 
los individuos de la muestra poblacional no reveló variación en ninguno de los dos 
loci. 
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Figura 3.49 
Diaforasa (DIA): 
Con el tampón TEB se visualizó una banda anódica en hígado, músculo, ojo, 
estómago y corazón. Con el tampón CTC se reveló una banda en hígado y con el 
tampón CAM2 dos bandas en el mismo órgano (Figura 3.50). Consideramos este 
sistema enzimático codificado por dos loci (DIA-l*, DIA-2*). El posterior análisis de 
los hígados de todos los individuos con el tampón CAM2 no reveló variación. 
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-DIA-2* 
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-DIA-l* 
o H M o E C B s Origen 
Figura 3.50 
Dipeptidasas (PEPA): 
El patrón de bandas obtenido con ambos sustratos con los tres sistemas 
tampones fue similar aunque varió en especificidad. Así, con Leu-Gly se obtuvieron 
dos bandas anódicas en hígado, músculo, estómago y bazo, con mejor resolución y 
actividad al usar el tampón CTC (Figura 3.51). Con Leu-Leu se detectó una sola 
banda, coincidente en movilidad con la banda lenta obtenida con Leu-Gly, en hígado, 
músculo, ojo, estómago y bazo. En ojo se observó una banda adicional algo más 
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adelantada que la banda más rápida obtenida con el sustrato Leu-Gly. En base a la 
posición de las bandas y a la especificidad por los dos sustratos, podemos deducir la 
existencia de tres loci (PEPA-l*, PEPA-2*, PEPA-3*) para este sistema enzimático. 
La especificidad de actividad es como sigue: PEPA-l* para los dos sustratos en hí-
gado, músculo, ojo. estómago y bazo; PEPA-2* para el sustrato Leu-Gly en hígado, 
músculo, estómago y bazo; y PEPA-3* para el sustrato Leu-Leu en ojo. 
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- - -
-PEPA-2* 
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Figura 3.51 
El análisis poblacional se llevó a cabo analizando muestras de hígado y ojo 
con los dos sustratos con el tampón CTC, no habiéndose detectado variación en 
ninguno de los 310ci. 
Enzima Málico (MEP): 
Sólo se detectó actividad con los tampones CTC y CAM2. En este último se 
observaron dos bandas anódicas en todos los órganos excepto en músculo que 
presentó sólo la banda lenta. Con el tampón CTC se observaron 2 bandas en todos los 
órganos salvo en hígado donde apareció una sola banda muy intensa y ligeramente 
adelantada respecto a la banda más rápida del resto de los órganos (Figura 3.52). La 
interpretación de los patrones con CTC nos permitió inferir la existencia de tres loci 
(MEP-l*, MEP-2*, MEP-3*). 
La aplicación de este análisis a las muestras de músculo de todos los 
individuos reveló variabilidad en MEP-2* al observarse 3 individuos con cinco ban-
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Figura 3.52 
das (Figura 3.53) que se ajustan a un patrón de un individuo heterocigótico para dos 
alelo s en una proteína tetramérica. Estos dos alelos fueron denominados MEP-2* 1 00 
Y MEP-2* 170. 
-MEP-2* 
-
-MEP-1* 
<:) 100/100 100/170 Origen 
Figura 3.53 
Las frecuencias génicas y ge-
notípicas así como la heterocigosidad 
observada y esperada están en la Ta-
bla 3.6. Se aplicó la prueba de 
chi-cuadrado para determinar la si-
tuación en equilibrio Hardy-Weinberg, 
obteniéndose un valor de 0,132, que 
para dos grados de libertad supone 
una probabilidad del 94%, por lo que se acepta que la población está en equilibrio para 
este locus. La estima de f corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
La imposibilidad de analizar las muestras de hígado en el estudio poblacional, 
nos impidió la valoración del supuesto locus MEP-3*. 
Esterasas (EST): 
Con el tampón TEB no se detectó actividad. Con el tampón CAM2 apareció 
una banda de migración anódica en hígado, músculo, ojo y estómago. Los mejores 
resultados se obtuvieron con el tampón CTC, con la aparición en hígado de 4 bandas, 
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siendo las dos más rápidas muy débiles y que aparecían sin embargo en músculo con 
mayor actividad. El corazón a su vez mostró las dos bandas más lentas, de las cuales 
la más rápida se presentó como única en el estómago. En ojo no se detectó actividad 
yen bazo se detectaron las mismas cuatro bandas que en hígado, pero las dos bandas 
más rápidas presentaron mayor actividad que en hígado (Figura 3.54). 
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Figura 3.54 
Por razones obvias elegimos el bazo para el estudio poblacional, no obser-
vándose variación en ninguno de los cuatro loci (EST-l*, EST-2*, EST-3*, EST-4*) 
considerados como responsables de este sistema enzimático. 
Fosfatasas Acidas (ACP): 
El patrón obtenido con los tampones CAM2 y CTC fue muy débil y difícil de 
visualizar, teniendo en cuenta que la tinción se visualizó bajo luz ultravioleta. Con 
el tampón TEB el patrón resultó más nítido, observándose tres bandas que aparecían 
de forma individual o por parejas en los distintos órganos. Así, hígado y corazón 
presentaron una banda anódica, muy próxima al origen. En músculo y estómago se 
visualizó una segunda banda más rápida que la anterior. En estómago, corazón y 
bazo se observó una tercera banda, más rápida que las dos anteriores (Figura 3.55), 
Consideramos este sistema enzimático codificado por tres loci (ACP-l*, ACP-2*, 
ACP-3*). 
... 
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Figura 3.55 
Para el posterior análisis se eligieron corazón y estómago, sin observarse 
variación en ninguno de los tres loci. 
Fosfoglucomutasa (PGM): 
Dos bandas anódicas se detectaron con el tampón TEB en todos los tejidos. 
Con el tampón CTC se pudo apreciar una banda en músculo, tres de actividad 
decreciente en hígado, ojo y estómago y ninguna en corazón, bazo y sangre. Con el 
tampón CAM2 se apreció una banda en músculo, bazo y sangre muy cerca del origen 
y tres bandas en hígado, ojo, estómago y corazón (Figura 3.56). Por ello, considera-
mos este sistema codificado por tres loci (PGM-l*, PGM-2*, PGM-3*). Al ser en hí-
gado con el tampón CAM2 donde se obtuvo una mayor actividad para las tres bandas, 
se eligió este órgano para el análisis poblacional, sin observarse variación en ninguno 
de los tres loci. 
-PGM-3* 
- - -PGM-2* 
-PGM-l* 
----------------------------------------------H M O E C B S Origen 
Figura 3.56 
---~--------
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6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDH): 
Una única banda anódica se observó en los 7 tejidos usando el tampón TEB. 
Con el tampón CAM2 se apreciaron dos bandas anódicas en hígado, corazón y bazo, 
de las que la rápida se reveló en el resto de los tejidos. Mejor resolución se obtuvo con 
el patrón obtenido al utilizar el tampón CTC, con dos bandas en hígado y una en el 
resto de los tejidos coincidente con la rápida (Figura 3.57). Consideramos este 
sistema enzimático codificado por dos loci (PGDH-l*, PGDH-2*). 
o 
-
-PGDH-2* 
-PGDH-l* 
o H M o E C B s Origen 
Figura 3.57 
Al analizar posteriormente las muestras de hígado de todos los individuos de 
la muestra poblacional no se reveló variación en ninguno de los dos loci. 
Fructosa-Bifosfato Aldolasa (FBALD): 
Este enzima se reveló poco activo y con resultados no reproducibles. No 
obstante, con el tampón CAM2 se pudieron visualizar tres bandas (una hacia el 
cátodo en músculo y dos hacia el ánodo en corazón y bazo). 
Con el tampón TEB se visualizaron tres bandas anódicas en músculo, 
estómago y sangre en el primer examen y en músculo, corazón y bazo en el segundo 
(Figura 3.58). La aplicación de la técnica a estos tres últimos órganos no reveló 
variación, pero los patrones fueron muy tenues y dificiles de captar. Estos patrones 
sugieren la posibilidad de que este enzima esté codificado por tres loci (FBALD-l*, 
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Figura 3.58 
FBALD-2*, FBALD-3*), pero por las razones apuntadas no lo consideramos útil para 
el muestreo genético de esta población. 
Fumarato H idratasa (FH): 
Se observó una única banda anódica en todos los órganos con el tampón 
CAM2. Con el tampón CTC se visualizaron dos bandas anódicas en todos los tejidos, 
con excepción del hígado que sólo mostró una banda coincidente con la banda lenta 
del resto de tejidos. Con el tampón TEB se observaron dos bandas en hígado, una 
banda en músculo, coincidente con la rápida del hígado, y una banda en ojo, estómago 
y corazón, coincidente con la lenta del hígado (Figura 3.59). Consideramos este 
enzima codificado por dos loci: FH-l* específico de ojo, estómago y corazón y FH-2* 
específico de músculo. 
--
-FH-2* 
- ---
-FH-l* 
o H M O E C B S Origen 
Figura 3.59 
El análisis posterior llevado a cabo en hígado y músculo de 20 individuos con 
el tampón TEB no reveló variación en ninguno de los dos loci. 
130 RESULTADOS 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH): 
Se detectaron dos bandas anódicas con los tres sistemas tampón, siendo la 
banda rápida específica de hígado y la lenta específica de músculo (Figura 3.60). El 
tampón CTC se eligió como el más útil al permitir un desplazamiento mayor de las 
bandas. Al ampliar el análisis a hígados y músculos de todos los individuos de la 
población no se detectaron variantes en ninguno de los dos loci que consideramos 
codifican para este sistema enzimático (G3PDH-l*, G3PDH-2*). 
-G3PDH-2* 
-G3PDH-l* 
(0 H M o E C B S Origen 
Figura 3.60 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH): 
Con el tampón TEB no se reveló actividad alguna. Con el tampón CTC el 
patrón de bandas fue de múltiples bandas de escasa actividad que migraban hacia 
el ánodo. El hígado mostró cinco bandas aproximadamente equidistantes mientras 
que estómago, corazón y bazo mostraron tres bandas no coincidentes entre sí. Esto 
dio idea de más de dos loci génicos implicados, pero fue imposible de clarificar por la 
ausencia de variación al examinar 20 individuos en sus respectivos hígados. 
Con el tampón CAM2 el patrón de bandas fue más simple, consistiendo en dos 
bandas anódicas en hígado, músculo y corazón, y una banda en el resto de tejidos. El 
estómago y el bazo también mostraron una banda adicional intermedia a las otras 
dos, pero de actividad muy débil (Figura 3.61). El análisis de las muestras de hígado 
RESULTADOS 131 
-G6PDH-2* 
--G6PDH-l* 
o H M o E C B S Origen 
Figura 3.61 
de 20 individuos no reveló variación en ninguno de los dos loci (G6PDH-l* ,G6PDH-2*) 
que consideramos codifican para este enzima. 
Glucosa-6-Fosfato Isomerasa (GPI): 
Se obtuvo un patrón idéntico con los tres sistemas tampón para los distintos 
órganos, si bien con diferencias en las distancias de migración. Así, una banda de 
posición catódica con el tampón CAM2 presentó migración anódica con los otros dos 
tampones. En conjunto, el mejor patrón fue el obtenido con el tampón CTC, sobre todo 
por la mayor separación de sus bandas, que consistió en una banda anódica, próxima 
al origen en músculo y corazón y otra también anódica y más adelantada en el resto 
de tejidos, incluyendo al corazón, que además mostró una banda intermedia a las 
otras dos, que interpretamos como el heterodímero de una proteína dimérica 
codificada por dos loci fijados (Figura 3.62). En base a ese patrón consideramos esta 
proteína codificada por dos loci (GPI-l*, GPI-2), con distinta especificidad de tejido. 
- - -GPI-2* 
- -GPI-l* 
o H M O E C B S Origen 
Figura 3.62 
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El análisis posterior sobre los órganos que presentaron mayor actividad 
(hígado y músculo) no reveló variación en ninguno de los dos loci. 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH): 
Sólo se detectó actividad con los tampones CAM2 y CTC. Con el tampón 
CAM2 apareció una banda anódica en hígadoJ músculo y ojoJ y con el CTC apareció 
la misma banda sólo en hígadoJ con mayor resolución, habiendo adoptado por ello 
este último patrón como modelo (Figura 3.63), Consideramos este sistema codificado 
por un locus (GLUDH*). Al aplicar este análisis a muestras de hígado de 20 indivi-
duos no se observó variación. 
-GLUDH* 
o H M o E C B S Origen 
Figura 3.63 
Hexoquinasa (HK): 
Con el tampón TEB no se observó actividad. Con el tampón CAM2 apareció 
una banda anódica en todos los tejidos, excepto en corazón en el que se visualizaron 
dos bandas. Con el tampón CTC se detectaron dos bandas en músculo, estómago y 
corazón, con una mayor actividad en este último, y una banda en ojo, coincidente con 
la banda lenta, y otra en bazo, sangre e hígado, coincidente con la rápida. La mayor 
actividad se presentó en hígado (Figura 3.64) .. 
Consideramos este enzima codificado por dos loci génicos (HK-l *, HK-2*), en 
los que no se detectó variación al analizar muestras de corazón e hígado de todos los 
individuos de la muestra poblacional. 
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Figura 3.64 
Iditol Deshidrogenasa (IDDH): 
Se detectó una sola banda de migración catódica en hígado con independen-
cia de los tampones utilizados, siendo no obstante el sistema de tampones CTC el que 
pennitióla mejor resolución y mayor actividad (Figura 3.65). Consideramos por ello 
que este enzima está codificado por un único locus (lDDH*). La aplicación de la tinción 
al hígado de todos los individuos de la muestra no reveló variación. 
o 
H M O E C B S Origen 
----------------------------------------------
-
-IDDH* 
G 
Figura 3.65 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP): 
Se detectaron dos bandas anódicas en hígado con el tampón TEB. Con el 
tampón CTC sólo fue posible visualizar una banda anódica en hígado. Con el tampón 
CAM2 se observaron dos bandas anódicas en corazón, de las que la rápida se detectó 
en hígado y la lenta en músculo (Figura 3.66). Se eligió el corazón y el tampón CAM2 
para el posterior análisis de todos los individuos de la muestra, el cual no reveló 
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variación en ninguno de los dos loci (lDHP-l*, IDHP-2*) que consideramos codifican 
para este sistema enzimático. 
-IDHP-2* 
________ ~ ________________ ~ ______________ .ú-IDHP-l* 
o H M O E C B s Origen 
Figura 3.66 
Lactato Deshidrogenasa (LDH): 
Con el tampón CAM2 se detectaron tres bandas anódicas, de las cuales en 
músculo se presentó la banda lenta, y en los demás órganos se mostró la banda de 
movilidad intermedia, mientras que en ojo se presentó únicamente la rápida de las 
tres. Los patrones observados con los tampones CTC y TEB fueron muy similares, 
pero con mejor resolución con el tampón CTC. Con éste se visualizaron tres bandas 
anódicas, de las que la más rápida apareció sólo en ojo y las otras dos se presentaron 
en todos los tejidos analizados, excepto en sangre en la que faltó la banda lenta 
(Figura 3.67). 
-LDH-3* 
-
-LDH-2* 
-
-LDH-l* 
0 H M O E C B S Origen 
Figura 3.67 
Consideramos que este sistema enzimático está codificado por tres loci 
génicos (LDH-l*,LDH-2*,LDH-3*), expresados conjuntamente en oj o.Elanálisisde 
este tejido en todos los individuos reveló variabilidad posteriormente confirmada por 
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el análisis de músculos e 
e 
-LDH-3* hígados, que afectó tanto a 
LDH-1* como a LDH-2* y 
-- -- -LDH-2* que se manifestó como un 
-- -LDH-1* patrón de 5 bandas que per-
Origen mite confirmar la naturale-
lOO/lOO 100/170 100/170 LDH-2* za tetramérica de este enzi-
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Figura 3.68 día a individuos heteroci-
gotos para dos alelos en 
ambos loci: LDH-1*100 y LDH-1*350, y LDH-2*100 y LDH-2*170 (Figura 3.68), 
En la Tabla 3.6 se recogen los datos de frecuencias génicas y genotípicas así 
como los de heterocigosidad observados y esperados, Se aplicó una prueba chi-cuadrado 
para el equilibrio Hardy-W einberg a cada locus por separado obteniéndose unos 
valores de 0,132 y 0,623 para LDH-1* y LDH-2*, respectivamente, que para dos 
grados de libertad suponen una probabilidad paraLDH-1* del 94% y paraLDH-2* 
del 74%, por lo que ambos loci están en equilibrio. La estima de f corrobora estas 
situaciones (Tabla 3.9), 
Malato Deshidrogenasa (MDH): 
Con el tampón TEB no se detectó actividad, Con los tampones CAM2 y CTC 
los patrones fueron muy similares, observándose tres bandas anódicas en músculo 
yen ojo (en este último sólo con el tampón CTC), dos bandas en el resto de los tejidos 
coincidentes con las dos lentas. En el hígado sólo se visualizó la banda más lenta de 
las tres. La imagen de tres bandas es la típica de un heterocigoto para dos loci fijados 
en una proteína dimérica (Figura 3.69), 
En el análisis posterior realizado sobre músculo e hígado de todos los 
individuos de la muestra no se observó variación en ninguno de los dos loci (MDH-1*, 
MDH-2*) que consideramos codifican para este sistema enzimático. 
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-MDH-2* 
-
-MDH-l* 
G H M o E C B s Origen 
Figura 3.69 
Manosa-6-Fosfato Isomerasa (MPI): 
Sólo se detectó actividad con el tampón CTC, manifestándose como dos 
bandas con migración hacia el ánodo en todos los tejidos excepto en músculo, que 
mostró una sola banda coincidente con la menos anódica de las dos, yen sangre, con 
una sola banda coincidente con la más anódica de los demás tejidos (Figura 3.70). 
Consideramos este enzima codificado por dos loci génicos (MPI-l*, MPI-2*). La 
aplicación posterior de la técnica al hígado de todos los individuos de la muestra no 
reveló variación en ninguno de los dos loci. 
-
G H M 
Figura 3.70 
_ _ _ _ _ -MPI-2* 
-MPI-l* 
O E C B S Origen 
Purina Nucle6sido Fosforilasa (PNP) y Succinato Deshidrogenasa (SUCDH): 
Ninguno de estos dos sistemas enzimáticos presentó actividad con los 
distintos tampones. Sólo de forma esporádica y variando de unos individuos a otros, 
aparecieron bandas muy débiles totalmente inaceptables para llevar a cabo el 
análisis genético poblacional. 
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Super6xido Dismutasa (SOD): 
Una sola banda anódica se visualizó en casi todos los tejidos con los tres 
sistemas tampón probados, siendo el tampón CTC con el que se dio una mejor 
resolución (Figura 3.71). Consideramos que el sistema SOD está codificado por un 
locus génico (SOD*). El análisis posterior del hígado de todos los individuos de la 
muestra no reveló variación. 
-SOD* 
G H M o E C B s Origen 
Figura 3.71 
Xantina Deshidrogenasa (XDH): 
Con el tampón CTC el hígado presentó dos bandas y el corazón una banda de 
movilidad intermedia a las del hígado. Con el tampón CAM2 apareció una banda 
lenta en músculo, una segunda banda de movilidad intermedia en hígado y corazón, 
y una tercera banda rápida en ojo (Figura 3.72). Consideramos que esta proteína está 
codificada por tres loci CXDH-l*,XDH-2*,XDH-3*). 
-XDH-3* 
-XDH-2* 
-XDH-l* o --H---M---O---E---C---B---s--Origen 
Figura 3.72 
138 
-XDH-2* 
o 1001100 731100 73173 Origen 
Figura 3.73 
RESULTADOS 
El análisis poste-
rior de hígado, músculo y 
ojo de todos los individuos 
de la muestra reveló varia-
ción en hígado, correspon-
diente a XDH-2* (Figu-
ra 3.73). Se observaron 
tanto individuos heteroci-
gotos como homocigotos 
para dos alelos,XDH-2* 100 y XDH-2*73. Las frecuencias génicas y genotípicas y los 
valores de heterocigosidad observados y esperados están en la Tabla 3.6. Se aplicó 
una prueba chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg obteniéndose un valor 
de 3,104, que para 2 grados de libertad supone una probabilidad del 21%, lo que 
permite aceptar la situación de equilibrio. La estima de f corrobora esta situación 
(Tabla 3.9). 
Xantina Oxidasa (XOD): 
Presentó un patrón muy similar a la XDH, pero con menor actividad, por lo 
que presumiblemente pueda tratarse del mismo enzima pero con distinta especifi-
cidad. Por ello no consideramos este sistema enzimático como útil para el muestreo 
genético poblacional. 
Todos estos resultados se recogen en la Tabla 3.5, en la que se incluyen los 
loci detectados y su denominación, si son o no útiles para el muestreo genético de 
poblaciones, los tejidos en los que cada locus manifiesta una mejor resolución y/o una 
mayor actividad, así como los órganos empleados en el análisis posterior. 
Los datos de frecuencias génicas y genotípicas de los distintos alelos y sus 
combinaciones encontradas están en la Tabla 3.6, en la que además se dan los valores 
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de heterocigosidad, tanto observados como esperados, los valores de cm-cuadrado y 
la probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg, para cada locus génico variable. Al 
final de la tabla figuran los valores de Heterocigosidad media, con su desviación 
típica, y de Polimorfismo. 
Para el análisis de ligamiento sólo se realizaron comparaciones entre 
aquellos loci polimórficos con frecuencias altas para los alelos raros: LDH-l*, WH-
2*, MEP-2* y XDH-2*. Las comparaciones entre MEP-2* y el resto de loci no re-
sultaronsignificativas,aligualqueentreLDH-l*yXDH-2*,comosepuede observar 
en la Tabla 3.10, por lo que se considera que estos loci segregan independientemente. 
Las comparaciones entre LDH-l* y LDH-2* Y entre LDH-2* y XDH-2* sí fueron 
significativas, por lo que se consideraría que estos loci están ligados entre sí. 
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3.4. MUESTRA MED: 
De los 34 sistemas enzimáticos analizados, sólo 3 no han sido útiles para el 
muestreo genético de poblaciones, por diversas causas. Estos sistemas son: Glicerol 
deshidrogenasa, Leucina aminopeptidasa y Xantina oxidasa. Las causas por las que 
fueron desestimados están explicadas en el texto. Las situaciones encontradas para 
los distintos sistemas enzimáticos, en los distintos tampones y órganos, fueron las 
siguientes (en el Apéndice 1 se dan los genotipos de los individuos para los loci 
polimórficos ): 
Aconitato Hidratasa (AH): 
Con el tampón TEB se detectaron tres bandas anódicas en riñón, corazón y 
sangre, pero con una resolución muy pobre. Con el tampón CAM2 se detectó actividad 
en todos los tejidos en fonna de una banda con migración hacia el ánodo. Con el 
tampón RID se detectó una banda anódica en hígado, músculo y estómago. 
La mejor resolución se obtuvo con el tampón CTC con la aparición de tres 
bandas anódicas en riñón, corazón y estómago (la banda intermedia estaba más 
próxima a la más lenta), dos en sangre (a la misma altura que la banda más rápida 
y la más lenta, respectivamente) y una en ojo, músculo e hígado (coincidente con la 
banda más rápida). De todos los tejidos el que presentó una mayor actividad fue el 
riñón (Figura 3.74). 
Consideramos que estas tres bandas son la expresión de tres loci diferentes 
(AH-l* ,AH-2* ,AH-3*). El análisis de las muestras de riñón de los 100 individuos de 
la muestra poblacional no reveló variación en ninguno de los tres loci. 
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Figura 3.74 
Adenilato Quinasa (AK): 
Con el tampón CAMl se observó una sola banda anódica en todos los tejidos, 
con excepción del músculo que mostró dos bandas siendo una de ellas catódica. Con 
el tampón TEB se detectó actividad no definida en bandas, y distribuida de forma 
aleatoria entre los distintos tejidos. Con el tampón RID no se detectó actividad. 
La mejor resolución se obtuvo con el tampón CTC, mostrando todos los 
órganos dos bandas anódicas, excepto en ojo, que sólo presentó la banda lenta 
(Figura 3.75). El estómago fue el órgano de elección para el análisis poblacional por 
presentar una mayor actividad en ambas bandas, cada una codificada por un locus 
diferente (AK-l *, AK-2*), que por otro lado no revelaron variación alguna. 
-AK-2* 
-AK-l* 
o H M O R C S Origen 
Figura 3.75 
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Adenosina Desaminasa (ADA): 
Una banda de migración anódica se observó en hígado, riñón, corazón y 
sangre con el tampón CAM1; en riñón, corazón y sangre con los tampones RID y CTC, 
y en todos los órganos, excepto en músculo, con el tampón TEB. Con este último se 
obtuvo una mayor actividad y una mejor resolución (Figura 3.76). 
H M O E R C s Origen 
Figura 3.76 
Consideramos esta proteína codificada por un locus (ADA *). El análisis 
posterior del hígado de todos los individuos no reveló variación. 
Alcohol Deshidrogenasa (ADH): 
Una sola banda migrando hacia el ánodo se visualizó en hígado con los 
tampones CAM1, RID (Figura 3.77) y CTC. Con el tampón TEB no se detectó 
actividad. El análisis poblacional se llevó a cabo con el tampón RID en muestras de 
-
-ADH* 
H M O E R C s Origen 
Figura 3.77 
• 
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hígado sin poder detectar variación en el único locus (ADH*) que consideramos co-
difica para este enzima. 
Aspartato Aminotransferasa (AA T): 
El patrón observado en este sistema fue muy similar con los distintos 
tampones, consistiendo en cuatro bandas que aparecían en los distintos tejidos, salvo 
en sangre que no presentó actividad alguna. 
La primera banda, de migración catódica con los tampones CAMl y RID Y 
anódica con los tampones CTC y TEB, se reveló en todos los tejidos excepto en 
músculo con el tampón RID, y en hígado y riñón con el tampón CTC. Las otras tres 
bandas, con migración hacia el ánodo y presentes en hígado, daban la típica imagen 
de dos loci fijados en una proteína dimérica. Este patrón se repitió en músculo con 
el tampón CTC y en músculo y ojo con el tampón TEB. La banda más lenta de las tres 
también se reveló en corazón con los cuatro tampones, en estómago y riñón con los 
tampones RID y TEB, yen riñón con el tampón CAM1. La banda más rápida apareció 
a su vez en ojo con los tampones CAMl y RID. Como patrón modelo exponemos el 
obtenido con el tampón TEB (Figura 3.78). En base a este patrón se infirió la 
existencia de 310ci (AAT-l*, AAT-2*, AAT-3*). 
0 
- -
-AA1!-3* 
-
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-AA1!-2* 
- - - -
-AA1!-1* 
0 H M O E R C S Origen 
Figura 3.78 
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Para el análisis poblacional se eligió el tampón TEB por permitir mejor 
calidad de bandas, y como órgano el hígado por revelar el patrón más completo. N o 
obstante, en geles de almidón no se detectó variabilidad y la repetición del análisis 
en geles de poliacrilamida reveló cinco individuos heterocigotos para los alelos 
AAT-3*94 y AAT-3*100, coincidentes con los encontrados en las muestras ATLl y 
ATL2 (Figura 3.4). Las frecuencias génicas y genotípicas así como los valores de 
heterocigosidad observados y esperados aparecen en la Tabla 3.8. Se aplicó la prueba 
chi-cuadrado para el equilibrio Hardy-Weinberg, obteniéndose un valor de 0,066, 
que para dos grados de libertad da una probabilidad mayor al 95%, por lo que la 
población se puede considerar en equilibrio. La estima de f corrobora esta situación 
(Tabla 3.9). 
Catalasa (CAT): 
La actividad enzimática de este enzima se manifestó en riñón, corazón y 
sangre, pero de forma muy variable según los tampones. Con los tampones CAMl y 
TEB no se definieron bandas. Con los tampones RID y CTC los patrones fueron muy 
similares pero con mejor resolución con el primero (Figura 3.79). 
-CAT-2* 
___________________________________________ -CAT-l* 
o H M O E R C S Origen 
Figura 3.79 
Se eligió la sangre para la caracterización de los individuos de la muestra, 
presentando un patrón de cinco bandas anódicas de actividad similar equidistantes 
entre sí. Ayudados por la información bibliográfica, este patrón lo interpretamos 
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como la manifestación de dos loci (CAT-l*, CAT-2*) en una proteína tetramérica, 
aunque no tenemos argumentos directos para asegurarlo debido a que no se reveló 
variación genética. 
Creatina Quinasa (CK): 
Una banda anódica se observó en músculo con los tampones RID, CTC y TEB 
y, con este último, también en ojo, estómago, riñón y corazón. Con el tampón CAMl 
se observaron dos bandas en todos los tejidos excepto en hígado, que sólo mostró la 
banda más rápida, yen sangre, que no mostró actividad (Figura 3.80). Este patrón 
sugiere la existencia de dos loci (CK-l*, CK-2*). La posterior aplicación de la técnica 
a muestras de músculo e hígado de todos los individuos de la muestra poblacional con 
el tampón CAMl no reveló variación en ninguno de los dos loci. 
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FiguraS.80 
Diaforasa (DIA): 
Con el tampón TEB se visualizaron dos bandas anódicas muy tenues en riñón 
y corazón de las que la lenta estuvo también presente con mayor actividad en hígado 
y estómago. Con el tampón RID se detectó una banda en hígado y con el tampón CTC 
en músculo, ojo y estómago. Con el tampón CAMl se observaron dos bandas en 
hígado, riñón y corazón y una banda en estómago (Figura 3.81). Consideramos este 
sistema enzimático codificado por dos loci (DIA-l*, DIA-2*). El posterior análisis de 
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hígado y riñón en todos los individuos de la muestra con el tampón CAM 1 no reveló 
variación. 
-
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Figura 8.81 
Dipeptidasas (PEPA): 
Los patrones de bandas obtenidos con ambos sustratos y con los cuatro 
sistemas de tampones fueron similares, si bien con variaciones en función de la 
especificidad por el sustrato. Así, con Leu-Gly se obtuvieron con los cuatro tampones, 
aunque con mejor resolución y actividad con el tampón TEB, dos bandas anódicas en 
hígado, músculo, estómago, riñón, corazón y ojo. Una tercera banda más rápida que 
las demás estuvo también presente apenas perceptible en los mismos tejidos, menos 
en ojo en el que la actividad fue mayor (Figura 3.82). Con Leu-Leu se obtuvieron dos 
bandas, pero de actividad mucho más pobre. 
-PEPA-3* 
-PEPA-2* 
- - - - - - --PEPA-l* 
o H M O E R C S Origen 
Figura 8.82 
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La aplicación posterior de la técnica con los dos sustratos a muestras de 
hígado y ojo de todos los individuos de la muestra poblacional con el tampón TEB no 
reveló variación en ninguno de los tres loci (PEPA-l*, PEPA-2*, PEPA-3*) que 
consideramos codifican para este sistema enzimático. 
Endopeptidasas (ENDOP): 
Con el tampón TEB se observaron dos bandas anódicas en músculo y 
actividad difusa en riñón, corazón y sangre. Con el tampón CTC se visualizaron tres 
bandas anódicas en sangre. Con el tampón CAMl aparecieron tres bandas catódicas 
y dos anódicas en músculo y actividad difusa en riñón, corazón y sangre. La mejor 
resolución se obtuvo con el tampón RID, apareciendo cinco bandas anódicas en 
sangre, cuatro en corazón, tres en ojo y una en riñón (Figura 3.83). Tres de las bandas 
presentes en corazón y sangre eran equidistantes entre sí y daban una imagen típica 
de dos Ioci fijados en una proteína dimérica. 
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Figura 3.83 
Consideramos este sistema enzimático codificado por cuatro loci (ENDOP-l *, 
ENDOP-2*, ENDOP-3*, ENDOP-4*). El análisis posterior de muestras de sangre de 
todos los individuos no reveló variación en ninguno de los cuatro loci. 
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Enzima Málico (MEP): 
Se observaron dos bandas anódicas con todos los tampones y en casi todos los 
órganos, excepto en músculo con el tampón CAMl y en estómago con los tampones 
RID y TEB, en los que se reveló una sola banda coincidente con la banda lenta. En 
hígado con el tampón TEB apareció una sola banda coincidente con la rápida y con 
el tampón CTC estaba ausente la banda lenta, pero se observó una tercera banda más 
rápida y de mayor actividad (Figura 3.84). 
-
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-
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Figura 3.84 
Dada la aparición de esa tercera banda en hígado que aparece también 
aunque muy tenuemente en ojo, estómago y corazón consideramos este sistema 
enzimático codificado por tres loci génicos (MEP-l*, MEP-2*, MEP-3*). Elegimos el 
tampón CTC para el análisis poblacional debido a la mejor resolución de las bandas 
obtenidas con él. La aplicación de este análisis a muestras de músculo e hígado de 
todos los individuos no reveló variación en ninguno de los tres loci. 
Esterasas (EST): 
Este enzima presentó un patrón de actividad de 4 o 3 bandas muy similar en 
todos los tejidos con todos los tampones, si bien con resultados más favorables con 
RID y CTC, habiendo finalmente elegido RID por estar las bandas más separadas. 
RESULTADOS 149 
e 
-EST-4* 
- - - - -
-EST-3* 
- - - - - - -
-EST-2* 
-
-
-EST-l* 
H M o E R C s Origen 
Figura3.8S 
Con este tampón, al igual que con los demás, todos los tejidos mostraron tres 
zonas de actividad, excepto hígado que presentó una cuarta zona de migración más 
rápida. Consideramos este sistema enzimático codificado por cuatro loci (EST-l*, 
ES T-2 * , EST-3*, EST-4*) (Figura 3.85). 
El análisis posterior de muestras de hígado de todos los individuos reveló 
e 
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Origen 
variación en EST-2* en forma de 
cinco individuos heterocigotos para 
dos alelos, EST-2*BO y EST-2*lOO 
(Figura 3.86). Las frecuencias géni-
cas y genotípicas, así como los valo-
res de heterocigosidad observados y 
esperados figuran en la Tabla 3.8. La 
Figura 3.86 aplicación de la prueba chi-cuadrado 
para el equilibrio Hardy-Weinberg, 
dio un valor de 0,066, que para dos grados de libertad nos da una probabilidad mayor 
al 95%, por lo que se puede considerar que la población se encuentra en equilibrio. 
La estima de f corrobora esta situación (Tabla 3.9). 
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Fosfatasas Ácidas (ACP): 
La actividad detectada con los tampones CAMl y TEB se manifestó en forma 
de manchas difusas, mientras que con los tampones RID y CTC los patrones de 
bandas fueron definidos y claros, a la vez que parecidos entre sí. Con el tampón RID 
se observaron dos bandas anódicas en riñón y una banda en corazón coincidente con 
la más lenta de riñón. Con el tampón CTC, además de estas dos bandas en riñón y 
en corazón, se visualizó una tercera banda intennedia en hígado (Figura 3.87). 
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Figura 3.87 
Consideramos este enzima codificado por tres loci (ACP-l * ,ACP-2* ,ACP-3*). 
La aplicación de la técnica a muestras de hígado y riñón de todos los individuos de 
la muestra poblacional, no reveló variación en ninguno de los tres loci. 
Fosfoglucomutasa (PGM): 
Dos bandas migrando hacia el ánodo se visualizaron con los tampones TEB 
y RID en todos los tejidos. Dos bandas catódicas y tres anódicas se visualizaron en 
hígado y estómago con el tampón CAMl, mientras que en los demás tejidos 
aparecieron sólo algunas de las cinco bandas. Con el tampón CTC se apreciaron tres 
bandas anódicas y de actividad decreciente en hígado, músculo y sangre, dos bandas 
en corazón y estómago y una banda en ojo y riñón (Figura 3.88), siendo este tampón 
con el que se obtuvo una mejor resolución. 
--
RESULTADOS 151 
Al ser el hígado con el tampón CTC el tejido que presentó mayor actividad 
para las tres bandas, fue elegido para el análisis poblacional, no observándose 
variación en ninguno de los tres loci que consideramos codifican para este sistema 
enzimático (PGM-l*, PGM-2*, PGM-3*). 
-PGM-3* 
-- -- -PGM-2* 
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Figura 3.88 
6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (PGDH): 
Una banda anódica única se observó con el tampón TEB en todos los tejidos, 
menos en sangre que no mostró actividad. Con el tampón CAMl se apreciaron dos 
bandas anódicas en hígado, riñón, corazón y sangre, y una banda en la misma 
posición que la banda rápida, en el resto de los tejidos. Con el tampón RID se observó 
una banda en todos los tejidos excepto en hígado, que mostró dos, y en sangre, que 
no mostró actividad. Con mejor resolución y mayor desplazamiento se observaron 
con el tampón CTC dos bandas en hígado, estómago, riñón y corazón, y una en el resto 
de los tejidos coincidente con la rápida (Figura 3.89), Consideramos este sistema 
enzimático codificado por dos loci (PGDH-l*, PGDH-2*). 
La aplicación posterior de la técnica a muestras de hígado de todos los 
individuos de la muestra poblacional no reveló variación en ninguno de los dos loci, 
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Figura 3.89 
Fructosa-Bifosfato Aldolasa (FBALD): 
Con el tampón CAM 1 se distinguieron tres bandas (una migrando hacia el 
cátodo en músculo y corazónJ y dos hacia el ánodoJ una lenta en músculo y corazón 
y la rápida en riñónJ corazón y sangre). Con el tampón RID se visualizaron tres 
bandas anódicas en músculo, hígado y corazón, respectivamente. Con el tampón CTC 
se observaron también tres bandas anódicas J dos de ellas en músculo, una interme-
dia en hígado y, en corazón, una banda coincidente con las más rápida de músculo. 
Con el tampón TEB se visualizaron tres bandas anódicas, dos de ellas en 
músculo, y una intermedia en hígado y corazón (Figura 3.90). La aplicación de la 
técnica a muestras de hígado y músculo de todos los individuos de la muestraJ no 
reveló variación en ninguno de los tres loci que consideramos codifican para este 
sistema enzimático (FBALD-l*J FBALD-2*, FBALD-3*). 
-FBALD-3* 
-
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Figura 3.90 
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Fumarato Hidratasa (FH): 
Con todos los tampones se obtuvieron dos bandas anódicas en casi todos los 
tejidos, a excepción del hígado que con los tampones CAMl y TEB sólo presentó una 
banda coincidente con la lenta del resto de tejidos, y del músculo con el tampón TEB 
y la sangre con el tampón CTC que mostraron una banda coincidente con la rápida 
(Figura 3.91). 
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Figura 3.91 
El análisis posterior de muestras de músculo de todos los individuos de la 
muestra poblacional con el tampón CTC no reveló variación en ninguno de los dos loci 
que consideramos codifican para este sistema enzimático (FH-l*, FH-2*). 
Glicerol Deshidrogenasa (GL YDH): 
El revelado de este sistema enzimático dio como resultado la aparición de un 
patrón tipo LDH, pero muy tenue, que interpretamos como debido a una interferencia 
entre ambos sistemas y que consideramos como no útil para el muestreo genético de 
las poblaciones de lubina. 
Glicerol-3-Fosfato Deshidrogenasa (G3PDH): 
Se detectaron dos bandas anódicas con los tampones TEB y CAM1, siendo la 
rápida específica de hígado y de riñón y la lenta específica de músculo. Ambas 
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también se observaron en ojo con el tampón TEB. Con el tampón RID el patrón fue 
muy similar en hígado y músculo al de los dos tampones anteriores, mientras que en 
estómago, riñón, corazón y sangre aparecieron tres bandas. Con el tampón CTC el 
estómago y el músculo mostraron tres bandas siendo la más lenta del músculo la de 
mayor actividad y el hígado mostró la banda más rápida (Figura 3.92). 
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Figura 3.92 
Elegimos el tampón CTC como el más útil por permitir mayor desplazamien-
to de las bandas. Al llevar a cabo el análisis poblacional en muestras de hígado y 
músculo no se detectó variación en ninguno de los dos loci que consideramos codifican 
para este enzima (G3PDH-l*, G3PDH-2*). 
Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH): 
Con el tampón TEB se observaron cinco bandas con poca actividad en casi 
todos los tejidos. Con el tampón CTC aparecieron 5 bandas de escasa actividad en 
hígado (Figura 3.93). Con el tampón RID se observaron tres bandas en hígado, 
músculo y ojo y dos bandas en el resto de los tejidos. Con el tampón CAM 1 se revelaron 
dos bandas en hígado y en corazón y sólo una banda en estómago, riñón y sangre. 
Es dificil determinar el número de loci, puesto que cada tampón reveló un 
patrón distinto, aunque nos inclinamos por dos como número mínimo (G6PDH-l*, 
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G6PDH-2*), sobre todo por el patrón revelado con CAMl. El análisis de muestras de 
hígado de todos los individuos con el tampón CTC no reveló variación. 
-G6PDH-2* 
-G6PDH-l* 
o H M o E R C s Origen 
Figura 3.93 
Glucosa-6-Fosfato Isomerasa (GPI): 
Se obtuvieron unos patrones muy parecidos con los cuatro sistemas tampón, 
que sólo se diferenciaron por el sentido de desplazamiento. Así, mientras con el 
tampón CAMl se visualizó una banda catódica, con los otros tres tampones fue 
anódica. El mejor patrón, por su mayor desplazamiento y mayor actividad, es el 
obtenido con el tampón CTC, y estaba formado por una banda lenta en músculo y otra 
rápida en hígado, ojo y estómago. El corazón y la sangre presentaron tres bandas, la 
lenta, la rápida y una intermedia, que era la imagen típica para una proteína 
dimérica codificada por dos loci fijados. Además, con CTC hígado y músculo 
presentaron las otras dos bandas, pero mucho más débiles en actividad (Figura 3.94). 
Consideramos esta proteína codificada por dos loci, con distinta especificidad 
de tejido (GPI-l*, GPI-2*). El análisis poblacional realizado sobre muestras de 
hígado, músculo y corazón, como órganos que mostraron una mayor actividad, no 
reveló variación en ninguno de los dos loci. 
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Figura 3.94 
Glutamato Deshidrogenasa (GLUDH): 
Con los tampones CAMl y CTC se mostró actividad GLUDH, en forma de una 
única banda anódica presente en hígado, músculo, estómago y corazón con el tampón 
CTC (Figura 3.95), yen todos los órganos con el tampón CAMl. Consideramos este 
sistema codificado por un locus (GLUDH*), que al ser analizado con el tampón CTC 
en muestras de hígado de todos los individuos no reveló variabilidad. 
-- -
-GLUDH* 
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Figura 3.95 
Hexoquinasa (HK): 
Con el tampón TEB se observó una banda anódica sólo en hígado. Con el 
tampón CAMl se observó una banda anódica en hígado, músculo y corazón, y dos en 
riñón. Con el tampón RID sólo apareció una banda en hígado, músculo, ojo, estómago 
y riñón. Con el tampón CTC se visualizaron dos bandas en músculo y riñón, y una 
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banda, coincidente con la rápida, en corazón, estómago e hígado, siendo este último 
órgano el que presentó una actividad mayor (Figura 3.96). 
-
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Figura 3.96 
Consideramos este enzima codificado por dos loci génicos (HK-l * ,HK-2*), en 
los que no se detectó variación alguna al llevar a cabo el análisis poblacional en 
muestras de riñón e hígado. 
IdUol Deshidrogenasa (IDDH): 
Se detectó una sola banda catódica con el tampón CTC en hígado, músculo, 
ojo, estómago y riñón, y con el tampón CAMl en hígado, músculo y riñón. Con el 
tampón TEB no se detectó actividad y con el tampón CTC se observaron cinco bandas 
catódicas y equidistantes unas de otras en hígado, riñón, corazón y sangre (Figu-
ra 3.97), Consideramos este sistema enzimático codificado por dos loci génicos 
(IDDH-l*, IDDH-2*), dado que la imagen es la típica para una proteína tetramérica 
codificada por dos loci fijados y a que la bibliografía indica que la estructura 
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Figura 3.97 
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cuaternaria de esta proteína es tetramérica. La aplicación de la tinción a los hígados 
de todos los individuos de la muestra no reveló variación. 
Isocitrato Deshidrogenasa.NADP (IDHP): 
Con el tampón TEB se detectaron dos bandas anódicas en hígado, de las que 
la lenta estuvo presente en ojo. Con el tampón CTC se visualizaron dos bandas de las 
que la rápida estaba en hígado y riñón, y la lenta en músculo y corazón (Figura 3.98). 
Con el tampón RID sólo se observó una banda en hígado. Y con el tampón CAMl se 
observaron dos bandas en corazón, riñón y ojo, la rápida presente en hígado y 
estómago y la lenta en músculo. Para el análisis poblacional se eligieron muestras 
de hígado con el tampón CTC que, por otro lado, no revelaron variación en ninguno 
de los dos loci asignados a este sistema (lDHP-l*, IDHP-2*). 
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Figura 3.98 
Lactato Deshidrogenasa (LDH): 
Con el tampón CAMl se detectó una banda catódica en todos los tejidos,junto 
con otras dos bandas anódicas, de las que la lenta se reveló en todos los tejidos y la 
rápida fue exclusiva de ojo. El patrón observado con los tampones RID y CTC fue muy 
similar, aunque con mejor definición con el CTC, con los que todas las bandas 
migraron hacia el ánodo (Figura 3.99). Con el tampón TEB se visualizaron dos 
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bandas anódicas en músculo, una banda en el resto de los tejidos coincidente con la 
rápida de músculo, y una tercera banda más rápida en ojo. 
·LDH-3* 
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-LDH-2* 
-
-LDH·l* 
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Figura 3.99 
Consideramos que este sistema está codificado por tres loci (LDH-l* ,LDH-2*, 
LDH-3*), expresados conjuntamente en ojo. El análisis de este tejido en todos los 
individuos de la muestra con el tampón CTC no permitió detectar variación. 
Leucina Aminopeptidasa (LAP): 
Las bandas ofrecieron una imagen borrosa, no definida en bandas, con todos 
los tampones que las hacía inútiles para nuestro objetivo, por lo que este sistema fue 
descartado para el análisis genético de esta muestra. 
Malato Deshidrogenasa (MDH): 
Con los tampones CAM1 y CTC se obtuvieron patrones similares y comple-
mentarios entre sí. Con el tampón CAM1 (Figura 3.100) se detectó una banda 
anódica en hígado, músculo, ojo, estómago y corazón, que no se reveló con el tampón 
CTC (Figura 3.10 1), y que fue interpretada como debida allocus MDH-l *. Con ambos 
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tampones aparecieron un máximo de 4 bandas anódicas que resultaron bien patentes 
en músculo con CTC yen ojo con CAM1, mientras que en los restantes órganos sólo 
aparecieron algunas de ellas. De ellas, la más lenta se interpretó como debida allocus 
MDH-2*, Y el conjunto de las otras tres como el patrón de dos loci (MDH-3*, MDH-4*) 
fijados para una proteína dimérica. 
e 
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Figura 3.100 
Para el análisis poblacional se analizaron muestras de ojo con el tampón 
CAM1, sin haberse detectado variabilidad alélica en ninguno de los cuatro loci. 
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Figura 3.101 
Manosa-6-Fosfato Isomerasa (MPI): 
Con el tampón TEB se detectó una banda anódica en hígado, músculo, 
estómago, riñón y corazón. Con el tampón CAM1 se observaron dos bandas en hígado 
y riñón, y una banda, coincidente con la rápida, en músculo, estómago y corazón. Con 
los tampones CTC (Figura 3.102) y RID se obtuvo el mismo tipo de patrón, consis-
tente en dos bandas anódicas en hígado, estómago, riñón y corazón, mientras que 
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músculo y ojo presentaron una sola banda coincidente con la rápida. Consideramos 
este enzima codificado por dos loci génicos (MPI-l*, MPI-2*). 
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Figura 3.102 
La aplicación posterior de la técnica a muestras de hígado de todos los 
individuos de la muestra poblacional con el tampón CTC no reveló variación en 
ninguno de los dos loci. 
Purina Nucleósido Fosforilasa (PNP): 
Con el tampón TEB no se detectó actividad. Con el tampón CAM1 se observó 
una banda anódica en hígado, ojo y riñón. Con el tampón RID se observó una sola 
banda en hígado. Con el tampón CTC se revelaron dos bandas en riñón, de las que 
la rápida tuvo una actividad muy pobre, estando presente también en hígado 
(Figura 3.103). Ambas bandas fueron muy anchas y podrían ser el resultado de la 
unión de varias bandas no resueltas suficientemente. 
-PNP-2* 
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Figura 3.103 
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La aplicación posterior de la técnica a muestras de hígado y riñón de todos 
los individuos, con tampón CTC, no reveló variación en ninguno de los dos loci que 
consideramos codifican para este sistema enzimático (PNP-l*, PNP-2*). 
Succinato Deshidrogenasa (SUCDH): 
Con los tampones RID, TEB Y CTC se obtuvieron cuatro bandas anódicas de 
actividad muy débil, distribuidas en distintas combinaciones según los distintos 
tejidos. Mejor resolución y mayor actividad se obtuvo con el tampón CAM1, con el que 
se observaron tres bandas anódicas en ojo, mientras que en músculo se vio la banda 
más rápida, en hígado, estómago y riñón se obtuvo la banda de posición intermedia, 
yen corazón la banda más lenta y la intermedia (Figura 3.104), 
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Figura 3.104 
Este último patrón sugiere la existencia de tres loci (SUCDH-l*, SUCDH-2*, 
SUCDH-3*), aunque no se descarta la existencia de un cuarto por la existencia de 
cuatro bandas con los demás tampones. El análisis posterior de muestras de ojo de 
todos los individuos, no reveló variación en ninguno de estos tres loci. 
Super6xido Dismutasa (SOD): 
Una banda anódica se visualizó en todos los tejidos con los cuatro sistemas 
tampón probados, siendo CTC el que dio mejor resolución. Con los tampones CTC y 
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RID apareció además una segunda banda más lenta en hígado (Figura 3.105), 
Consideramos que el sistema SOD está codificado por dos loci génicos (SOD-l*, 
SOD-2*). 
0 
-SOD-2* c:=:::::J c:=:::::J c:=:::::J === c:=:::::J c:=:::::J c:=:::::J 
-SOD-l* 
0 H M O E R C S Origen 
Figura 3.105 
El análisis posterior de muestras de hígado de todos los individuos de la 
población con el tampón CTC, reveló variación en SOD-2*, consistente en un patrón 
de tres bandas en la mitad de los individuos de la población, debido a su carácter de 
heterocigotos para dos alelos, SOD-2*70 y SOD-2* 100. Las frecuencias génicas y 
genotípicas, así como los valores de heterocigosidad observados y esperados figuran 
en la Tabla 3.8. Se aplicó una prueba chi-cuadrado para el equilibrio de 
Hardy-Weinberg obteniéndose un valor de 11,11, que para dos grados de libertad 
supone una probabilidad del 0,6%, indicativa de que la población no se encuentra en 
equilibrio y, por tanto, de que las desviaciones de las frecuencias no son sólo debidas 
al azar. La estima de f corrobora esta situación y al ser negativo ( t;. = -0,3299) la 
desviación es producida por un exceso de heterocigotos en la muestra (Tabla 3.9). 
Xantina Deshidrogenasa CXDH): 
No se detectó actividad con el tampón TEB, mientras que con cada uno de los 
demás tampones se obtuvieron tres bandas distribuidas en distintas combinaciones 
por los distintos tejidos. Con el tampón CAMl se obtuvo una banda catódica en 
hígado y corazón, una banda en el origen en músculo y una banda anódica en hígado 
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y riñón. Con el tampón CTC se observaron tres bandas anódicas, de las cuales la más 
lenta apareció en músculo, la banda intermedia en músculo, riñón y corazón, y la más 
rápida en hígado y riñón. 
Con el tampón RID se observaron dos bandas anódicas en hígado y riñón; una 
banda, coincidente con la lenta del hígado y del riñón, en músculo y estómago; y dos 
bandas en corazón, una lenta, como la del músculo, estómago, hígado y riñón, y otra 
más lenta y próxima al origen (Figura 3.106). Consideramos que esta proteína está 
codificada por tres loci ()[DH-l*,XDH-2*,XDH-3*). 
-XDH-3* 
-XDH-2* 
-XDH-l* 
0) H M o E R C s Origen 
Figura 3.106 
La aplicación posterior de la técnica a muestras de corazón y riñón de todos 
los individuos de la muestra poblacional, no reveló variación. 
Xantina Oxidasa (XOD): 
Presentó un patrón muy similar a la XDH, pero con una actividad mucho 
menor, por lo que creemos que se trata del mismo enzima pero con distinta 
especificidad. Por ello no consideramos este sistema como útil para el muestreo 
genético de poblaciones de lubina. 
Todos estos resultados se recogen de una manera global en la Tabla 3.7, en 
la que se especifican los loci detectados y su denominación, si son o no útiles para el 
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muestreo genético de poblaciones, los tejidos en los que se revelan con mejor 
resolución y/o mayor actividad, así como los órganos empleados en el análisis 
poblacional. 
Los valores de frecuencias génicas y genotípicas de los alelos de loci polimórficos 
y los tipos de combinaciones encontradas figuran en la Tabla 3.8, junto con los 
valores de heterocigosidad, tanto observados como esperados, los valores de 
chi-cuadrado y la probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg. Al final de la tabla 
se incluyen los valores de Heterocigosidad media, con su desviación típica, y de 
Polimorfismo. 
En esta población no se realizó el análisis de ligamiento porque sólo uno de 
los loci tenía una frecuencia alta para los alelos raros. 
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3.5. ANÁLISIS INTERPOBLACIONAL 
3.5.1. Heterogeneidad en las frecuencias génicas 
Los valores de heterogeneidad de las frecuencias génicas de las 4 poblaciones 
estudiadas están representados en la Tabla 3.11. En la parte izquierda de la tabla 
se representan las frecuencias génicas de los distintos alelo s para cada locus 
polimórfico, sobre las que se ha realizado el análisis de heterogeneidad. El análisis 
se ha realizado comparando las 4 poblaciones conjuntamente y por parejas (ver 
Apéndice lID. Debajo de cada valor de chi-cuadrado se da el valor de probabilidad 
para aceptar o rechazar en cada caso nuestra hipótesis nula (Ro: no existen 
diferencias significativas en las frecuencias génicas entre las poblaciones analiza-
das). El criterio de aceptación ha sido del 0,05. 
3.6. Identidades y distApcias genéticas 
El cálculo de estos parámetros (l y D) está basado en los loci compartidos por 
las 4 poblaciones. ASÍ, un primer análisis se establece sobre 15 loci comunes en las 
4 poblaciones (ver Apéndices II y IV) Y cuyos resultados aparecen en la Tabla 3.12. 
A partir de ellos se ha elaborado el dendrograma de la Figura 3.107. 
Tabla 3.12: Distancias genéticas (por encima de la diagonal) e identidades genéticas 
(por debajo de la diagonal) entre las 4 poblaciones basadas en 15 loci 
comunes. 
ATLl ATL2 CAN MED 
ATLl 0,0042 0,0122 0,0069 
ATL2 0,9958 0,0069 0,0035 
CAN 0,9879 0,9931 0,0059 
MED 0,9931 0,9965 0,9941 
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Dado que la población ATL1 fue estudiada con una modalidad metodológica 
diferente al resto de las poblaciones y sólo se pudieron escrutar un escaso número de 
loci, consideramos oportuno llevar a cabo la estimación de los parámetros 1 y D, sobre 
30 loci comunes a las 3 poblaciones restantes (ATL2, CAN Y MED), omitiendo la 
población ATL1 (ver Apéndices JI y V). Los resultados de este análisis se recogen en 
la Tabla 3.13, a partir de los que se ha elaborado el dendrograma de la Figura 3.108. 
Tabla3.13: Distancias genéticas (por encima de la diagonal) e identidades genéticas 
(por debajo de la diagonal) entre las 3 poblaciones basadas en 30 loci 
comunes. 
ATL2 
CAN 
MED 
ATL2 
0,9890 
0,9977 
CAN 
0,0110 
0,9903 
MED 
0,0023 
0,0098 
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3.6. TABLAS DE RESULTADOS 
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Tabla 3.1: Sistemas enzimáticos analizados en ATL1. Se indican: 1) Número de loci detectados para cada uno de ellos. 2) Su denominación ::tl 
caso de ser considerados útiles para el análisis genético en esta especie. 3) La presencia o ausencia de la actividad de cada locus en los distintos t::t:l CI:l 
órganos analizados (++, actividad muy alta; +, actividad norma!; O, baja actividad; -, actividad nula). 4) Los órganos con una mejor resolución ~ 
o mayor actividad, colocados en orden creciente de utilidad. 5) Organos empleados en el análisis final, con el número usado en cada ocasión. ~ 
Útil para el Presencia (+) Tejidos con I~ 
Sistemas Loci Muestreo Ausencia(· ) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético H M O e B R Resolución Analizados 
ADH 1 ADH* SI ++ ++ - + H,M H(90) 
AAT 3 AAT-l* SI ++ ++ ++ ++ ++ - H,O,M H(90) 
AAT-2* SI ++ ++ - + + H,M H(90) 
AAT-3* SI ++ - ++ - H,O H(90) 
DIA 2 DIA-l* SI ++ - H H(90) 
DIA-2* SI ++ + + + + + H,O,M H(90) 
EST 6 EST-l* SI ++ - H H(90) 
EST-2*, SI ++ - H H(90) 
EST-3* SI ++ ++ ++ - ++ ++ H,O,M H(90) 
EST-4* SI ++ ++ ++ ++ ++ ++ H,O,M H(90) 
EST-5* SI ++ ++ + ++ ++ ++ H,O,M H(90) 
EST-6* SI ++ - H H(90) 
FH 3 NO O M 
G3PDH 3 NO O 
° 
0(30) 
IDDH 4 IDDH-l* NO + + + + O,M 0(30) 
IDDH-2* NO + + + O,H 0(30) 
IDDH-3* NO + + + O,H 0(30) 
IDDH-4* NO + + O,M 0(30) 
LDH 3 LDH-l* SI + ++ + + + + O,M,H M(30), H<30> 
LDH-2* SI O + + + O,C,R 0(90) 
LDH-3* SI + 
° 
0(90) 
MDH 3 MDH-l* SI ++ ++ ++ ++ ++ ++ H,M,O H(30) 
MDH-2* SI ++ - H H(30) 
MDH-3* SI ++ - H H(30) 
SOD 3 SOD-l* SI ++ ++ + + + + H,O H(90) 
SOD-2* SI ++ -
° 
0(30) 
SOD-3* SI ++ -
° 
0(30) 
XDH 1 NO O H H(30) 
¡...¡. 
.... 
¡...¡. 
Tabla 3.2: Loci génicos poHmórficos de ATLl. I~ 
Free. Free. 
LoeU8 N~ Ind. Genotipos Genot. Alelos Génieas d.t. Ho He X2 Prob. 
ADH* 90 *80/80 0,022 
*80/100 
° 
ADH*80 0,022 
*100/100 0,978 ADH*100 0,978 0,011 
° 
0,043 91,79 <0,001 
AAT-l* 90 * lOO/lOO 0,989 
* 100/140 
° 
AAT-l*100 0,989 
*140/140 0,011 AAT-l*140 0,011 0,008 
° 
0,022 91,81 <0,001 
AAT-3* 90 *94/94 0,067 
*94/100 0,311 
*94/107 
° *100/100 0,6 AAT-3*94 0,222 
*100/107 0,022 AAT-3*loo 0,767 
*107/107 
° 
AAT-3*107 0,011 0,003 0,333 0,362 1,405 0,92 
DIA-2* 90 *83/83 0,067 
*83/100 0,367 DIA-2*83 0,250 
*100/100 0,566 DIA-2*loo 0,750 0,032 0,367 0,375 0,015 >0,95 
LDH-l*(·) 90 * lOO/lOO 0,989 
*100/167 0,011 LDH-l*loo 0,995 
*167/167 
° 
LDH-l*167 0,005 0,009 0,011 0,01 0,015 >0,95 
SOD-l* 90 *70/70 0,056 
*70/100 0,278 
*70/130 
° *100/100 0,622 SOD-l*70 0,195 
*100/130 0,044 SOD-l*100 0,783 
*130/130 
° 
SOD-l*130 0,022 0,004 0,322 0,348 2,040 0,84 
Hm=0,049±0,027 
P=0,24 1::tI 
~ (*) Este locus no puede ser considerado po)imórflco al no cumplir el criterio del 0,99. I~ 
~ 
e 
CJ:¡ 
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Tabla 3.3: Sistemas enzimáticos analizados en ATL2. Se indican: 1) Número de loci detectados para cada uno de ellos. 2) Su denominación ~ caso de ser considerados útiles para el análisis genético en esta especie. 3) La presencia o ausencia de la actividad de cada locus en los distintos 
órganos analizados (++, actividad muy alta; +, actividad normal; O, baja actividad; -, actividad nula). 4) Los órganos con una mejor resolución ~ o mayor actividad, colocados en orden creciente de utilidad. 5) Órganos empleados en el análisis final, y el número usado en cada ocasión. ~ 
Útil para el Tampones Presencia( +) Tejidos con I?;] 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor Ausencia(-) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución H MOC R Resolución Analizados 
ADH 1 ADH* SI POU ++ - H H(96) 
AMY 1 A.MY* SI CAM1 + - H H(96) 
AAT 3 AAT-l* SI H(96) 
AAT-2* SI H(96) 
AAT-3* SI H(96) 
CAT NO POU + - - + + H,R,C H(10), ROO) 
DIA 2 DIA-l* SI CAM1 ++ - - + + H,R,C H(96) 
DIA-2* SI CAM1 ++ - - + + H,R,C H(96) 
ENDOP 3 ENDOP-l* SI CAM1 - + • 
° 
0(96) 
ENDOP-2* SI CAM1 - + • 
° 
0(96) 
ENDOP-3* SI CAM1 . + O - M M(96) 
MEP 2 MEP-l* SI CAM1 + + - + - H,M,C H(96), M(96) 
MEP-2* SI CAM1 + - - + H,C H(96) 
EST 5 EST-l* SI RID + + O O O H,M H(96), M(94) 
EST-2* SI RID + + O O O H,M H(96), M(94) 
EST-3* SI RID + + O O O H,M H(96), M(94} 
EST-4* SI RID + + O O O H,M H(96), M(94) 
EST-5* SI RID + + O O O H,M H(96), M(94) 
ACP NO O O O - H(96) 
ALP NO O O O - H(96) 
PGM 2 PGM-l* SI RID ++ ++++ . H,O,M H(96),0(96) 
PGM-2* SI RID + + + - H,O H(96), 0(96) 
PGDH 1 PGDH* SI CAM1 ++ - + + + H,R,C H(96) 
GLYDH 1 GLYDH* SI CAM1 + + - - H,M H(96) 
G3PDH 3 G3PDH-l* SI CAM1 - ++ M M(96) 
G3PDH-2* NO CAM1 + - C C(98) 
G3PDH-3* SI CAM1 ++ - H H(96) 
G6PDH NO POU +++ - H H(96) 
I 
""" ...:) CI:) 
Tabla 3.3 (Continuación) I~ ~ 
para el Tampones Presencia( +) Tejidos con 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor Ausencia(-) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución H M OC R Resolución Analizados 
GPI 2 GPI-l* SI POU ++ + - + - H,M,C H(96) 
GPI-2* SI POU ++ + + + - H,O,C H(96) 
GLUDH 1 GLUDH* SI CAMl ++ - - - - H H(96) 
HK 2 HK-l* NO POU O O - M M(96) 
HK-2* SI POU ++ O - H H(96) 
IDDH 3 IDDH-l* SI RID + - - - - H H(96) 
IDDH-2* SI RID + - - - - H H(96) 
IDDH-3* SI RID O - - O - H,C H(96) 
IDHP 2 IDHP-l* SI CAMl - ++ - + - M,C C(98) 
IDHP-2* SI CAMl ++ - + + + H,C C(98), H(96) 
LDH 3 LDH-l* SI RID - ++ + O,M 0(96) 
LDH-2* SI RID + + + ++ ++ O,M,H 0(96) 
LDH-3* SI RID + - -
° 
0(96) 
LAP 3 LAP-l* NO POU - O - M M(96) 
LAP-2* SI POU - + - M M(96) 
LAP-3* SI POU - + - M M(96) 
MDH 4 MDH-l* SI CAMl ++ - + H,O 0(96) 
MDH-2* SI CAMl 
- - ++++ -
° 
0(96) 
MDH-3* SI CAMl - + ++ - - O,M,C 0(96), M(96) 
MDH-4* SI CAMl ++ + ++ - - O,M,H 0(96), M(96) 
SUCDH 4 SUCDH-l* SI CAMl + + - - - M,H M(96), H(96) 
SUCDH-2* SI CAMl + + + + + M,H,C,R M(96), H(96), C(98) 
SUCDH-3* SI CAMl + + + + + M,H,C M(96), H(96), C(98) 
SUCDH-4* SI CAMl - + - + - M M(96) 
SOD 2 SOD-l* SI RID ++ - - - - H H(96) 
SOD-2* SI RID ++ + + + - H H(96) 
XDH 1 XDH* SI CAMl + - - - - H H(96) 
I 
~ 
~ 
~ 
&j 
Tabla 3.4: Loci génicos polimórficos de ATL2. 
Free. 
Loeus N~ Ind. Genotipos Geno!. Alelos 
ADH* 96 *80/80 
° *80/100 0,021 
*80/120 
° *100/100 0,969 ADH*80 
* 100/120 0,010 ADH*100 
*120/120 
° 
ADH*120 
AAT-3* 96 *94/94 0,052 
*94/100 0,365 AAT-3*93 
*100/100 0,583 AAT-3*1oo 
MEP-1* 85 *63/63 0,024 
*63/100 0,129 
*63/137 
° *100/100 0,729 MEP-1*63 
*100/137 0,094 MEP-1*100 
*137/137 0,024 MEP-1*137 
EST-2* 96 *80/80 
° *80/100 0,021 EST-2*80 
*100/100 0,979 EST-2*100 
SOD-2* 96 *70/70 0,031 
*70/100 0,240 
*70/130 O 
* lOO/lOO 0,719 SOD-2*70 
*100/130 0,010 SOD-2*loo 
*130/130 
° 
SOD-2*130 
Free. 
Génieas d.t. Ho He X:l 
0,010 
0,985 
0,005 0,0005 0,031 0,030 0,034 
0,234 
0,766 0,031 0,365 0,359 0,024 
0,088 
0,841 
0,071 0,005 0,224 0,280 10,27 
0,011 
0,989 0,008 0,021 0,022 0,011 
0,151 
0,844 
0,005 0,002 0,250 0,265 0,586 
Hm=0,019±0,01 
P=0,104 
Prob. 
>0,95 
>0,95 
0,07 
>0,95 
>0,95 
ISl 
ÍI.) 
I~ ~ 
I~ 
.... 
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Tabla 3.5: Sistemas enzimáticos analizados en CAN. Se indican: 1) Número de loci detectados para cada uno de ellos. 2) Su denominación I~ caso de ser considerados úti1es para el análisis genético en esta especie. 3) La presencia o ausencia de la actividad de cada locus en los distintos 
órganos analizados (++, actividad muy alta; +, actividad normal; O, baja actividad;·, actividad nula). 4) Los órganos con una mejor resolución 
o mayor actividad, colocados en orden creciente de utilidad. 5) Órganos empleados en el análisis final, usando 20 individuos en todas las 
ocasiones. 
Útil para el Tampones PresenciaC +) Tejidos con 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor AusenciaC·) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución HMOECBS Resolución Analizados 
AH 3 AH-l* SI CTC + + · + ++ . . C, M, E, H C 
AH-2* SI CTC O . - + + C,E C 
AH-3* SI CTC ++ ++ + ++ ++ + - C,H,M,E C,H 
AK 2 AK-l* SI CTC ++ + + + + + + E, H, M, O E 
AK-2* SI CTC + . - + - E,H E 
ADA 1 ADA* SI CTC ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ H,M,O H 
ADH NO + H H 
AAT 3 AAT-l* SI CAM2 + + - + + H,M H 
AAT-2* SI CAM2 + + - + + . - H,M H 
AAT-3* SI CAM2 + - + - - H,O H 
CAT 2 CAT-l* SI CTC · . ++ ++ ++ S,B,C S,C 
CAT-2* SI CTC ++ ++ ++ S,B,C S,C 
CK 2 CK·l* SI TEB - + - - - M M 
CK-2* SI TEB - + · . - - - M M 
DIA 2 DIA-l* SI CAM2 + - - - - H H 
DIA-2* SI CAM2 + - - - - H H 
PEPA 3 PEPA-l* SI CTC, TEB + + + + - + - H,O,M H,O 
PEPA-2* SI CTC, TEB + + - + - + - H,M H 
PEPA-3* SI CTC, TEB - - + - - - . O O 
MEP 3 MEP-l* SI CTC - + + + + + + M,O,C M 
MEP-2* SI CTC - + + + + + + M,O,C M 
MEP-3* SI CTC ++ - - - - H 
EST 4 EST-l* SI CTC ++ - - - + ++ - H,B,C H,B 
EST-2* SI CTC ++ - - + + ++ - H,B,C,E H,B 
EST-3* SI CTC O + - - - + - B,M B ~ EST-4* SI CTC O + - - - + - B,M B 
ACP 3 ACP-l* SI TEB + + H,C C C/) - - - - - ~ ACP-2* SI TEB - + - + - M,E E 
ACP-3* SI TEB - + ++ ++ - E,C,B E,C ~ 
~ 
, 
Tabla 3.5 (Continuación) I~ 
--_ .... __ ._ ... _ ._ ....... _- -_._ ......... -_._ ....... __ ._ ........ _-_._--_._ .. _-- ÍJ'.) 
Útil para el Tampones Presencia( +) Tejidos con ~ Sistemas Loci Muestreo con Mejor Ausencia(· ) Mejor Órganos ~ Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución HMOECBS Resolución Analizados 
PGM 3 PGM-l* SI CAM2 ++ + ++++ O O O H, 0, M, E H I~ 
PGM-2* SI CAM2 + - + O O - - H,O,E H 
PGM-3* SI CAM2 O - O O O - - H,O,E H 
PGDH 2 PGDH-l* SI CTC + - - - - H H 
PGDH-2* SI CTC ++ + + + + + + H,E,B H 
FBALD 3 FBALD-l* NO TEB - + - M M 
FBALD-2* NO TEB - - - - - + - B B 
FBALD-3* NO TEB + - + C,S C 
FH 2 FH-l* SI TEB ++ - ++ ++ ++ - - H,O,E,C H 
FH-2* SI TEB ++ ++ - - - H,M H 
G3PDH 2 G3PDH-l* SI CTC - + - - - - - M M 
G3PDH-2* SI CTC + - - - - H H 
G6PDH 2 G6PDH-l* SI CAM2 + + + + + + + H,M,O,C H 
G6PDH-2* SI CAM2 + + - - + H,M,C H 
GPI '2 GPI-l* SI CTC - + - - + - - M,C M 
GPI-2* SI CTC + - + + + + + H,O,C H 
GLUDH 1 GLUDH* SI CTC + - - - - H H 
HK 2 HK-l* SI CTC - O + + + C,E,O C 
HK-2* SI CTC ++0 - + + + + H,C,E H,C 
IDDH 1 IDDH* SI CTC ++ - - - H H 
IDHP 2 IDHP-l* SI CAM2 - + - - + M,C C 
IDHp·2* SI CAM2 + - + - - H,C C 
LDH 3 LDH-l* SI CTC 0+++++ - O,M 
° LDH-2* SI CTC +++++++ O,M,H 
° LDH·3* SI CTC - . + - - - -
° ° MDH 2 MDH-l* SI CTC ++ + + + + + + H,M,O M,H 
MDH-2* SI CTC - + + M,O M 
MPI 2 MPI-l* SI CTC ++++++ - H,M,O H 
MPI-2* SI CTC ++ - ++++ ++ ++ ++ H,M,S H 
SOD 1 SOD* SI CTC ++++++ - H,M,O H 
XDH 3 XDH-l* SI CAM2 - + M M 
XDH-2* SI CAM2 + - + H,C H 
XDH-3* SI CAM2 + - - . -
° ° I 
""'" ...:¡
...:¡ 
Tabla 3.6: Loci génicos polimómcos de CAN. 
Free. 
Loeus N~ Ind. Genotipos Genot. Alelos 
MEP-2* 20 *100/100 0,85 
*100/170 0,15 MEP-l*1OO 
*170/170 O MEP-t*170 
LDH-1* 20 *100/100 0,85 
*100/350 0,15 LDH-1*1OO 
*350/350 O LDH-1*350 
LDH-2* 20 *100/100 0,70 
*100/170 0,30 LDH-2*1oo 
*170/170 O LDH-2*170 
XDH-2* 20 *73/73 0,30 
*73/100 0,30 XDH-2*73 
*100/100 0,40 XDH-2*1OO 
Free. 
Génieas d.t. 
0,925 
0,075 0,043 
0,925 
0,075 0,043 
0,850 
0,150 0,056 
0,450 
0,550 0,079 
Ho He X2 
0,15 0,139 0,132 
0,15 0,139 0,132 
0,3 0,255 0,623 
0,3 0,495 3,104 
Hm=O,O 16±O,O08 
P=O,069 
Prob. 
0,94 
0,94 
0,74 
0,21 
..... 
..:a 
00 
~ 
~ 
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Tabla 3.7: Sistemas enzimáticos analizados en MED. Se indican: 1) Número de loci detectados para cada uno de ellos. 2) Su denominación 
caso de ser considerados útiles para el análisis genético en esta especie. 3) La presencia o ausencia de la actividad de cada locus en los distin tos 
órganos analizados (++, actividad muy alta; +, actividad normal; O, baja actividad; -, actividad nula). 4) Los órganos con una mejor resolución 
o mayor actividad, colocados en orden creciente de utilidad. 5) Órganos empleados en el análisis final, usando 100 individuos en todas las 
ocasiones. 
Útil para el Tampones Presencia( +) Tejidos con 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor Ausencia(·) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución HMOERCS Resolución Analizados 
AH 3 AH-1* SI CTC - + ++ + + R,E,C R 
AH-2* SI CTC - O + O - R R 
AH-3* SI CTC ++ + + + ++ + + R,H,E,C R 
AK 2 AK-1* SI CTC + + + ++ + + - E, M, H, O E 
AK-2* SI CTC + + - ++ + + - E,M,H E 
ADA 1 ADA* SI TEB + - + + + + + H,E,R,C H 
ADH 1 ADH* SI RID + - - - - - - H H 
AAT 3 AAT-1* SI H 
AAT-2* SI H 
AAT-3* SI H 
CAT 2 CAT-1* SI RID - - - - O O ++ S,R,C S 
CAT-2* SI RID - - - - + O + S,R,C S 
CK 2 CK-1* SI CAM1 - ++ + + + ++ - M, C, O M 
CK-2* SI CAM1 ++ + + + + + - H,M M,H 
DIA 2 DIA·1* SI CAM1 ++ - - ++ ++ + - H,E H 
DIA·2* SI CAM1 + . - - + + - H,R H,R 
PEPA 3 PEPA· 1* SI CTC, TEB + + + + + + + H,M,O H,O 
PEPA·2* SI CTC, TEB + + + + + + - H,M,O H,O 
PEPA-3* SI CTC, TEB O O + O O O . O O 
ENDOP 4 ENDOP·1* SI RID - - . - ++ S S 
ENDOP·2* SI RID . . ++ - . + ++ S,O S 
ENDOP·3* SI RID ++ - - + ++ S,O S 
ENDOP·4* SI RID - - ++ • ++++ ++ S,C,R,O S 
MEP 3 MEP·1* SI CTC . ++ + + O + - M,O,E M,E 
MEP·2* SI CTC + ++ + + O + . M,H,O,E M,E 
MEP·3* SI CTC ++ . O O O - H H 
~ 
CJ:¡ 
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Tabla 3.7 (Continuación) li 
Útil para el Tampones Presencia( +) Tejidos con 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor Ausencia(-) Mejor Órganos 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución HMOERCS Resolución Analizados 
EST 4 EST-l* SI RID ++ + + + + + + H,C,S H 
EST-2* SI RID ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ H,M,O,E H 
EST-3* SI RID ++ + ++ ++ ++ ++ + H,E,M H 
EST-4* SI RID + - - - - H H 
ACP 3 ACP-l* SI CTC - - - - ++ ++ - R,C R 
ACP-2* SI CTC ++ - - - - - - H H 
ACP-3* SI CTC - - - - ++ - - R R 
PGM 3 PGM-l* SI CTC ++ ++ - + - + + H,M,E H 
PGM-2* SI CTC ++ ++ - + + + O H,M,C H 
PGM-3* SI CTC + + + - - - + H,M,O H 
PGDH 2 PGDH-l* SI CTC ++ - - ++ ++ + - H,E,R H 
PGDH-2* SI CTC ++ + + ++ ++ ++ - H,E,R H 
FBALD 3 FBALD-l* SI TEB - ++ - - - - - M M 
FBALD-2* SI TEB ++ - - - - + - H,C H 
FBALD-3* SI TEB - ++ - - - - - M M 
FH 2 FH-l* SI CTC ++ ++ + + + + - M,H,O,E M 
FH-2* SI CTC + ++ + + + + + M,H,O,E M 
G3PDH 2 G3PDH-l* SI CTC - ++ - + - - - M,E M 
G3PDH-2* SI CTC ++ + - + - + - H,M,E M,H 
G6PDH 2 G6PDH-l* SI CTC + - - - - H H 
G6PDH-2* SI CTC + - - - - H H 
GPI 2 GPI-l* SI CTC + ++ - - - + + M,H,C M,C 
GPI-2* SI CTC ++ + + + - + + H,M,O,C H,C 
GLUDH 1 GLUDH* SI CTC ++ ++ - + - ++ - H,M,C H,M 
HK 2 HK-l* SI CTC - + - - + - - R,M R 
HK-2* SI CTC ++ + - + + + - R,H,E,M R,H 
IDDH 2 IDDH-l* SI RID + - - - + + + H,R,C H 
IDDH-2* SI RID + - - - + + + H,R,C H 
IDHP 2 IDHP-l* SI CTC - ++ - ++ - M,C M ~ IDHP-2* SI CTC ++ - - - ++ - - H,R H LDH 3 LDH-l* SI CTC - ++ + + + + + O,M 
° 8 LDH-2* SI CTC ++ ++ + + + + + O,M,H 
° LDH-3* SI CTC - - + - - - -
° ° ~ 
O 
In 
Tabla 3.7 (Continuación) 
Útil para el Tampones 
Sistemas Loci Muestreo con Mejor 
Enzimáticos Detectados Locus Genético Resolución 
MDH 4 MDH-l* SI CAMl 
MDH-2* SI CAMl 
MDH-3* SI CAMl 
MDH-4* SI CAMl 
MPI 2 MPI-l* SI CTC 
MPI-2* SI CTC 
PNP 2 PNP-l* SI CTC 
PNP-2* SI CTC 
SUCDH 3 SUCDH-l* SI CAMl 
SUCDH-2* SI CAMl 
SUCDH-3* SI CAMl 
SOD 2 SOD-l* SI CTC 
SOD-2* SI CTC 
XDH 3' XDH-l* SI RID 
XDH-2* SI RID 
XDH-3* SI RID 
Presencia( +) 
Ausencia(· ) 
HMOERCS 
+ + + + - + -
- - + -
++ + ++ + + + -
- + ++ - + + -
++ - - + + + -
+ + + ++ ++ ++ -
- - - - + - -
+ - - - O 
. 
. + 
-
. + 
-
+ - + + + + -
- + + . - - -
+ - - - -
+ + + + + + + 
- - - - - + -
+ + - + + + -
+ - - - + 
Tejidos con 
Mejor Órganos 
Resolución Analizados 
O,M,H 
° 
° ° O,M,H 
° O,M 
° H,E,R H 
H,E,R H 
R R 
H,R H 
O,C 
° O,H,C 
° O,M 
° H H 
H,M,O H 
C C 
C,R,H R 
R,H R 
~ 
1?;5 
~ 
~ 
?i} 
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Tabla 3.8: Loci génicos polimórficos de MED. 
---
Free. Free. 
Loeus N9 1nd. Genotipos Genot. Alelos Génieas d.t. Ho He X2 Prob. 
AAT-3* 100 *94/94 
° *94/100 0,05 AAT-3*94 0,025 
* 100/100 0,95 AAT-3*11O 0,975 0,011 0,05 0,049 0,066 >0,95 
EST-2* 100 *80/80 
° *80/100 0,05 EST-2*80 0,025 
*100/100 0,95 EST-2*100 0,975 0,011 0,05 0,049 0,066 >0,95 
SOD-2* 100 *70/70 
° *70/100 0,50 SOD-2*70 0,250 
* lOO/lOO 0,50 SOD-2* lOO 0,750 0,031 0,5 0,375 11,11 0,006 
Hm=0,008±0,007 
P=0,04 
~ 
1'J.) 
~ 
~ 
~ 
RESULTADOS 183 
Tabla 3.9: Estimación de la desviación de las proporciones Hardy-Weinberg (f) para 
los alelos de los distintos loci en las distintas muestras (f¡) y para cada locus (1;J. 
* P<O,OOl 
ATLl ATL2 CAN MED 
f fT f fT f fT f fT 1 1 1 1 
ADH* 80 1,0110 -0,0054 
100 1,0110 -0,0107 
° 120 1,011 * 0,0000 -0,0027 
° 
AAT-l* 100 1,0110 
° ° ° 140 1,0110 1,011 * 
° ° ° 
AAT-3* 94 0,1062 -0,0107 -0,0207 
100 0,0743 -0,0107 
° 
-0,0207 
107 -0,0566 0,0472 -0,0107 
° 
-0,0207 
DIA-2* 83 0,0280 
100 0,0280 0,0280 
° ° ° ° ° ° 
MEP-1* 63 0,2028 
100 0,1704 
° ° 137 -0,0704 0,1000 
° ° 
MEP-2* 100 
° 
-0,0569 
° 170 
° 
-0,0569 -0,0569 
° 
EST-2* 80 -0,0053 -0,0207 
100 
° ° 
-0,0053 -0,0053 
° ° 
-0,0207 -0,0207 
LDH-l* 100 
° ° 
-0,0569 
° 350 
° ° 
-0,0569 -0,0569 
° 
LDH-2* 100 
° ° 
-0,1548 
° 170 
° ° 
-0,1548 -0,1548 
° 
SOD-2* 70 0,1196 0,0714 -0,3299 
100 0,0566 0,0574 
° 
-0,3299 
130 -0,0172 0,0499 0,0000 0,0348 
° 
-0,3299* 
XDH-2* 73 0,4306 
100 
° ° 
0,4306 0,4306 
° ° 
"'" ~ 
I 
Tabla 3.10: Análisis del ligamiento entre loci polim6rficos 
X2 g.l. P 
ATLl 
DIA-2* / AAT-3* 9,15 11 >0,1 
DIA-2* / SOD-l* 1,63 11 >0,99 
SOD-l* /AAT-3* 14,20 15 >0,5 
ATL2 
AA T-3 * / MEP-l* 4,90 14 >0,98 
SOD-2* / MEP-l* 13,05 19 >0,8 
SOD-2* / AAT-3* 8,09 11 >0,7 
CAN 
LDH-l* / MEP-2* 0,62 3 >0,8 
LDH-2* / MEP-2* 1,51 3 >0,65 
XDH-2* / MEP-2* 2,68 5 >0,7 
LDH-l* / LDH-2* 10,76 3 <0,02 
LDH-l* / XDH-2* 7,14 5 >0,2 I~ 
LDH-2* / XDH-2* 36,47 5 <0,001 I~ 8 
~ 
e {"J;¡ 
, 
Tabla 3.11: Frecuencias génicas de los 10ci variables en las cuatro muestras y resultados del análisis de heterogeneidad alé1ica entre las ~ 
distintas muestras. ~ 
(*) No se pudo analizar ese locus en una de las muestras. (**) Frecuencias génicas idénticas entre ambas muestras. ~ 
FRECUENCIAS GÉNICAS ~ LOCUS ALELO ATLl ATL2 CAN MED GLOBAL ATLl·ATL2 ATL¡·CAN ATLl·MED ATL2·CAN ATL2·MED CAN·MED 
&5 
I 
ADIP 80 0,022 0,010 - O X2=6,49 X2=1,74 X2* X2=2,61 X2* X2=3,15 X2* 
100 0,978 0,985 
-
1 P>O,lO P>0,30 P* P>0,10 p* P>0,20 p* 
120 O 0,005 . O 
AAT-l* 100 0,989 1 1 1 X2=4,81 X2=0,57 X2=0,06 X2=0,62 X2** X2** X2** 
140 0,011 O O O P>0,10 P>O,30 P>0,70 P>0,30 p** p** p** 
AAT-3* 94 0,222 0,234 O 0,025 X2=55,63 X2=2,19 X2=1l.54 X2=38,03 X2=10,18 X2=36,73 X2=0,16 
100 0,767 0,766 1 0,975 P<O,OOI P>0,30 P<O,OI P <0,00 1 P<O,OI P<O,OOI P>0,60 
107 0,011 O 
° ° 
DIA-2* 83 0,25 O O O X2= 116,57 X2=52,28 X2=11,08 X2=54,35 X2** X2** X2** 
100 0,75 1 1 1 P<O,OOI P<O,OOI P<O,OOI P<O,OOI p** p** p** 
MEP-l* 63 0,088 O O X2=40,80 X2* X2* X2* X2=7,29 X2=34,27 X2** 
100 0,841 1 1 P<O,OOI p* p* p* P<0,05 P<O,OOI p** 
137 0,071 O O 
MEP-2* 100 1 0,925 1 X2=29,61 X2* X2* X2* X2=9,30 X2** X2=9,72 
170 O 0,075 O P<O,OOI p* P* p* P<O,OI p** P<O,OI 
EST-2* 80 O 0,011 O 0,025 X2=5,82 X2=0,44 X2** X2=2,84 X2=0,09 X2=0,50 X2=0,16 
100 1 0,989 1 0,975 P>0,10 P>O,50 P** P>O,05 P>0,70 P>0,30 P>0,50 
LDH-l* 100 0,995 1 0,925 1 X2=45,51 X2=0,001 X2=13,88 X2=0,003 X2=9,30 X2** X2=9,72 
167 0,005 O 
° 
O P<O,OOI P>0,95 P<O,OI P>0,9 P<O,OI p** P<O,OI 
350 O O 0,075 O 
... 
~ 
Tabla 3.11 (Continuación) 
FRECUENCIAS GÉNICAS 
LOCUS ALELO ATLl ATL2 CAN MED 
LDH-2* 100 1 1 0,85 1 
170 O O 0,15 O 
SOD-2* 70 0,195 0,151 
° 
0,25 
100 0,783 0,844 1 0,75 
130 0,022 0,005 
° 
O 
XDH-2* 73 O 0,45 O 
100 1 0,55 1 
GLOBAL ATLI-ATL2 ATLI-CAN ATLl-MED ATL2-CAN ATL2-MED CAN-MEO 
X2=86,65 X2** X2=22,39 X2** X2=23,91 X2** X2=24,92 
P<O,OOl p** P<O,OOl p** P<O,OOl p** P<O,OOl 
X2=22,77 X2=3,43 X2=10,53 X2=5,89 X2=7,18 X2=6,88 X2=11,16 
P<O,OOl P>O,lO P<O,Ol P>0,05 P<O,05 P<0,05 P<O,OOl 
X2=184,07 X2* X2* X2* X2=87,49 X2** X2=90,92 
P<O,OOl p* p* P* P<O,OOl p** P<O,OOl 
I 
..... 
~ 
~ 
CJ:¡ §l 
~ 
~ 
4. DISCUSIÓN 

DISCUSIÓN 189 
4.1. ASPECTOS METODOLÓGICOS 
Como paso previo al análisis genético de poblaciones de lubina fue necesario 
optimizar la técnica de electroforesis horizontal de isoenzimas en esta especie y así 
caracterizar los sistemas enzimáticos elegidos para este fin. Esta tarea supuso un 
gran esfuerzo al no existir en el momento del inicio de este trabajo ninguna referencia 
en esta especie, ni en otras afines. Para ello se probaron distintas alternativas de los 
parámetros más relevantes a fin de comparar los resultados obtenidos con cada uno 
de ellos y derivar las conclusiones pertinentes. 
La planificación de nuestros experimentos no pudo en algunos casos guiarse 
únicamente por los objetivos propuestos, sino que estuvo también condicionada por 
algunas limi taciones y disponibilidades del material, que en un par de ocasiones llegó 
a quedar inutilizado al quedar sin fluido eléctrico el arcón congelador donde se 
almacenaban las muestras. 
4.1.1. Tipos de geles 
El uso de la electroforesis para separar electromorfos proteicos en base no 
sólo a la carga neta de las proteínas, sino también a su forma y tamaño, ha sido 
posible gracias al empleo de los geles de almidón y de poliacrilamida desde mediados 
de los años 50 (Smithies, 1955). A partir de entonces, los geles de almidón se han 
usado más tradicionalmente en los análisis rutinarios de genética de poblaciones, 
mientras que los de poliacrilamida se han destinado sobre todo a estudios de 
bioquímica analítica y clínica. Ello se debe a las diferencias que presentan entre sí 
que los hacen más o menos idóneos para propósitos concretos. 
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Así, por ejemplo, el rango de tamaño de poro que se puede conseguir en 
acrilamida, al poder controlar con más precisión la concentración de sus componen-
tes, es más amplio que el del almidón. Además, al ser la acrilamida un compuesto 
sintético, se puede disponer de productos de alta pureza, cuyas condiciones de 
polimerización están perfectamente estandarizadas y permiten obtener una alta 
reproductibilidad en los resultados. Esto sin embargo no es posible con el almidón, 
que al ser un preparado de origen biológico, su calidad y pureza pueden ser variables 
(Hames, 1981). El grado de reproductibilidad también se vería afectado en los geles 
de almidón al no existir un protocolo minucioso y exacto para la formación de sus 
geles. Así, el punto de cocción aun a pesar de ser sumamente importante, es un tanto 
subjetivo. Un gel poco cocido hace más difícil la desgasificación, lo que puede producir 
alteraciones en el patrón de bandas en puntos localizados y una cocción excesiva hace 
al gel mucho más frágil. 
Otra ventaja de los geles de acrilamida es que al ser transparentes permiten 
aplicar procedimientos densitométricos automáticos, posibilidad mucho más res-
tringida con los geles de almidón. Además son más fáciles de conservar durante 
periodos largos de tiempo, al no presentar riesgos de contaminación por hongos o 
bacterias como ocurre con los de almidón, y resultan a su vez más fácilmente 
manejables al ser menos frágiles que éstos (Brewer y Sing, 1970). 
Probablemente sea el alto poder de resolución de la poliacrilamida la 
característica más ventajosa de este tipo de geles. Además, al ser ópticamente claro 
permite detectar pequeñas cantidades de enzima y al ser químicamente inerte no 
reacciona con ninguno de los componentes de la mezcla de tinción dando una tinción 
de fondo muy débil. Por el contrario, la tinción de fondo del almidón se va acentuando 
con el tiempo de forma que las bandas más tenues pueden llegar a desfigurarse y 
desaparecer (Hames, 1981). 
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La mayor resolución de la acrilamida frente al almidón la podemos documen-
tar con los siguientes ejemplos: la AA T sólo se mostró polimórfica en poliacrilamida 
(Fig. 3.4) Y no en almidón (Fig. 3.78), debido a la incapacidad de este último para 
separar las aloenzimas existentes. Con el sistema EST algunos loci aparecieron en 
poliacrilamida con múltiples bandas de actividad decreciente que interpretamos 
como resultado de modificaciones postranscripcionales, mientras que en almidón 
aparecía una banda única por locus o múltiples bandas solapadas y confusas. 
Quizás una desventaja de los geles de poliacrilamida es que el tiempo de 
polimerización en condiciones de pH ácido (por debajo de pH 6,5) es muy largo, por 
lo que en estas condiciones es preferible formar el gel a pH 7,0 y luego sumergirlo 
durante toda una noche en el tampón ácido, lo que supone una manipulación 
adicional (Brewer y Sing, 1970). Otro inconveniente es la ausencia en la bibliografía 
de protocolos para los tampones de geles que sean utilizables para análisis genéticos. 
Ello origina que factores tan esenciales para la separación de los electromorfos y para 
la preservación de la actividad de los enzimas, como la fuerza iónica del tampón, o 
la diferencia entre el pH del tampón y el punto isoeléctrico (pI) de las proteínas, no 
sean los adecuados en cada caso. Pensamos que ésta puede ser la causa fundamental 
del fracaso de la acrilamida para algunos sistemas enzimáticos que no mostraron 
actividad en estos geles (G6PDH, GLUDH, PGDH) o ésta fue muy débil (G3PDH, 
FH). 
En cuanto a las ventajas de los geles de almidón que les hacen ser valorados 
como más idóneos para nuestros estudios de genética de poblaciones podemos 
destacar: a) la existencia de multitud de protocolos para los tampones del gel y del 
desarrollo electroforético con un amplio rango de posibilidades en cuanto a pH y a 
fuerza iónica. Ello permite disponer para cada sistema enzimático, del sistema de 
192 DISCUSIÓN 
tampones más resolutivo y que preserve mejor su actividad. b) La posibilidad de 
obtener varias lonchas de cada gel, multiplicando el número de sistemas enzimáticos 
que se pueden revelar con un sólo desarrollo electroforético. 
Después de valorar conjuntamente las cualidades de ambos tipos de geles nos 
inclinamos por utilizar rutinariamente el almidón y reservar la acrilamida sólo para 
aquellos sistemas que como la AA T habían demostrado la posibilidad de discriminar 
distintos electromorfos con este gel y no con el almidón. 
4.1.2. Preparación de los tejidos 
Una etapa especialmente crítica en esta metodología es la obtención de los 
extractos enzimáticos en condiciones que respeten en 10 posible su estructura y 
preserven su actividad. La modalidad que empleamos inicialmente consistió en la 
homogeneización mecánica de los tejidos con un tampón estabilizador de las 
proteínas (TRIS-HCl 0,1 M pH 7,0) incluido en la mayoría de los protocolos. Para 
evitar ciclos repetidos de congelación/descongelación de los extractos y, por tanto, 
posibles pérdidas de actividad, el homogeneizado se fraccionó en alícuotas, cada una 
de las cuales sólo sería utilizada en un desarrollo electroforético. 
Otra alternativa que se probó fue utilizar el líquido que desprendían los 
tejidos durante el proceso de descongelación, como resultado de la rotura de las 
células por los cristales de hielo formados en la congelación anterior. Cada muestra 
se descongeló un máximo de 4 veces, no habiéndose detectado variación alguna tras 
las sucesivas descongelaciones en cuanto al grado de actividad enzimática. 
Comparando los resultados obtenidos con ambos métodos de extracción, 
detectamos una cierta merma de actividad en el primero con relación al segundo, así 
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como la aparición de un mayor número de artefactos. Las causas de estas diferencias 
pueden ser achacadas por un lado a una mayor vulnerabilidad de las proteínas a 
factores de desnaturalización al sacarlas de su ambiente intracelular cuando se 
homogeneizan los tejidos y, por otro, a la dificultad de mantener condiciones 
refrigeradas durante el procesado de los tejidos. 
Otro inconveniente de la homogeneización mecánica de tejidos es que en 
algunos tejidos, como en el músculo, la extracción de los enzimas era más dificultosa 
debido a su consistencia, no logrando la concentración adecuada para su posterior 
caracterización. 
Por todo lo anteriormente expuesto se puede valorar en conjunto al método 
de congelación/descongelación como más ventajoso, por su simplicidad, rapidez y, en 
general, mejores resultados. No obstante, hay que ser cautelosos en esta valoración 
y tener en cuenta que por esta modalidad algún tipo de enzima pueda no ser extraído 
por completo, ocasionando una merma de información. Quizás ello puede explicar 
que en algunos enzimas, como EST, IDDH y SUCDH, se detectaran másloci por el 
sistema de extracción, que por el de congelación/descongelación. 
4.1.3. Tampones de desarrollo 
Dada la abundancia de tampones de desarrollo existentes para geles de 
almidón, optamos por probar aquellos que habían demostrado ser útiles en otras 
investigaciones de peces. Tal es el caso de los tampones utilizados con gran éxito por 
el grupo de la Universidad Complutense de Madrid CHIS y POU) y de los tampones 
CAM y RID descritos en Allendorfy cols. (1977), los cuales habían dado excelentes 
resultados en salmónidos. 
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Durante mi estancia en el laboratorio de Genética del Instituto de Acuicul-
tura de la Universidad de Stirling probamos asimismo dos nuevos tampones (CTC 
y TEB), que se empleaban de forma rutinaria en dicho laboratorio para distintos 
grupos de peces. 
Los resultados obtenidos con todos ellos eran suficientemente concluyentes 
e indicativos de que los tampones CAM, RID, CTC y TEB eran los que permitían 
mejor resolución de los sistemas en conjunto, si bien existe una cierta especificidad 
para éstos que hay que demostrar experimentalmente en cada caso (Tabla 3.7). Por 
ello hemos adoptado esta estrategia en el análisis de la última muestra de este 
estudio (MED) y es la que se recomienda para futuros trabajos en nuestro laborato-
no. 
4.1.4. Tinción 
Otra etapa esencial en la optimización de resultados es la del revelado de los 
sistemas enzimáticos para lo que se probaron distintos protocolos de tinción. Los 
empleados inicialmente con ATLl y basados en Allendorf y cols. (1977) dieron 
resultados poco satisfactorios en el sentido de que las bandas aparecían poco 
contrastadas debido al excesivo oscurecimiento del gel, motivado a su vez por el 
empleo a saturación de sus componentes. Esta circunstancia encarece además el 
costo de este tipo de tinciones. 
Para el análisis de ATL2 incorporamos además otros protocolos de tinción 
empleados satisfactoriamente por el grupo de Madrid (comunicación personal), pero 
que presentaban algunas limitaciones, com~ el exceso de tinción de fondo que 
aparecía en algunos sistemas, o la imposibilidad de seguir con detenimiento el 
progreso de la tinción debido a encontrarse el gel en el medio líquido del tampón de 
tinción. 
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Con CAN probamos nuevos sistemas de tinción, aplicando los protocolos que 
habían sido adaptados y probados con éxito en tilapias en el laboratorio de Stirling 
y que permitían resolver además los problemas de exceso de tinción de fondo. Ello fue 
posible gracias al uso de la sal colorante MTT, que ha demostrado ser más sensible 
que la NBT, y a la utilización del agar como agente gelificante que restringe la 
difusión de los componentes de la reacción. 
Tras las anteriores experiencias se emplearon para MED los protocolos de 
tinción de CAN, salvo algunos de los usados en ATLl y ATL2, que habían dado 
excepcionalmente mejores resultados. La única innovación introducida en el protocolo 
de tinción para MED fue el disolver previamente la sal MTT en lugar de añadirla 
directamente al tampón. Al tratarse de una sal difícilmente soluble, se garantiza con 
esta modalidad una concentración adecuada de la misma de 10 mg/mL En estas 
condiciones se consiguió un mejor contraste de las bandas para todos los sistemas en 
general, favorecido por la disponibilidad de la sal durante un periodo de tiempo más 
largo y permitir así una tinción más prolongada. 
4.2. GENÉTICA DE LOS SISTEMAS ENZIMÁTICOS 
Los estudios de electroforesis de isoenzimas en peces son muy numerosos y 
abarcan a grupos muy heterogéneos, por lo que con ciertas limitaciones derivadas de 
las distintas condiciones de experimentación, se pueden extraer algunas conside-
raciones sobre la genética de los isoenzimas que se han mostrado útiles en nuestro 
estudio. 
En principio asumimos para nuestras interpretaciones, que las pequeñas 
variaciones encontradas en los patrones de bandas entre las cuatro muestras de 
nuestro estudio, y que en algún caso eran sugerentes de la existencia aparente de un 
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número distinto de loci, sí se podían explicar por las distintas condiciones de 
experimentación en que se llevaron a cabo los respectivos análisis. 
Por otro lado, como los individuos analizados de las distintas muestras 
pertenecen a una misma categoría de desarrollo, se puede considerar que no existen 
diferencias de expresión entre ellas (diferencias ontogenéticas). En este sentido, un 
estudio dirigido a determinar variaciones ontogenéticas en un conjunto de 6 enzimas 
(ADH, G3PDH, G6PDH, GPI, LDH Y MDH) de esta misma especie encuentra que 
estos isoenzimas son completamente activos a partir de los 30 días del desarrollo, no 
variando su expresión posterior en el adulto (Basaglia y cols., 1989). 
Por otro lado, la expresión del gen de la a-Amilasa durante el desarrollo del 
pez mosquito no variaba a partir del estado juvenil cuando se muestreaban adultos 
de distintas edades (Yardley, 1988). 
Antes de pasar a discutir la base genética de cada uno de los sistemas 
analizados es oportuno hacer una breve referencia a los llamados «isoenzimas 
conformacionales o secundarios» (Brewer y Sing, 1970) que hay que interpretar como 
artefactos metodológicos en la mayoría de los casos. Este tipo de isoenzimas se deben 
a la existencia de proteínas con la misma estructura primaria pero que pueden sufrir 
cambios en su carga neta por desaminaciones, acetilaciones, oxidaciones de grupos 
sulfidrilos, adición de grupos fosfato, adición o eliminación de carbohidratos que 
difieren en el número de residuos, rotura de una porción de un polipéptido por 
enzimas proteolíticos y agregación o polimerización. Dichos cambios pueden produ-
cirse tanto «in vivo» por modificaciones postraduccionales de la estructura de la 
proteína, o «in vitro» debido a las condiciones de almacenamiento del extracto 
proteico (Harris y Hopkinson, 1976). Cuando estas modificaciones secundarias 
afectan sólo a una porción de un tipo determinado de proteínas, aparecerán 
isoenzimas secundarios acompañando a los primarios. 
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En la Tabla 4.1 se resumen con fines comparativos los loci detectados para 
cada sistema enzimático en las 4 muestras analizadas que a continuación se discuten 
de forma individual. 
-AH 
Detectamos 3 loci en las dos muestras analizadas (CAN y MED) Y cuyos 
patrones no diferían fundamentalmente entre sí, salvo en la expresión de algunos 
órganos, y que fueron achacados a las diferentes condiciones de los respectivos 
laboratorios en que se analizaron (Fig. 3.43 Y 3.74). 
Estos resultados difieren de los encontrados por otros autores en otras 
especies de peces de origen diploide. Así, Grudzien y Turner (1984) detectaron 110cus 
en una especie de la familia Goodeidae; Kornfield y cols. (1981) revelaron 210ci en 
una especie de la familia Clupeidae. Mientras que Crabtree y Buth (1981) detectaron 
3 o 4 loci en dos especies de la familia Catostomidae y 2 en una especie de la familia 
Cyprinidae, todas ellas de origen tetraploide. 
-AK 
Para este sistema se estimaron 210ci en CAN y MED (Fig. 3.44 Y 3.75), no 
siendo comparables nuestros resultados con los obtenidos por Cervelli (1985) que 
sólo reveló Il0cus en esta especie sin especificar los órganos. En otras especies de 
peces de origen diploide sólo se ha detectado Il0cus, como es el caso de las familias 
Engraulidae, Scombridae, Carangidae,Pleuronectidae(Fujio y Kato, 1979), Cichlidae 
(Kornfield y cols., 1979), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984), Cobitidae (Oniwa y 
Kimura, 1981), Esocidae (Healy y Mulcahy, 1980) y Gasterosteidae (Buth y cols., 
1984). Sólo en algunas especies de origen tetraploide se ha descrito más de Il0cus, 
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citándose 3 loci en Salmonidae (Anderson y cols., 1983) y 2 loci en Catostomidae 
(Buth y Crabtree, 1982; Ferris y Whitt, 1981). 
-ADA 
En CAN y MED se infirió la existencia de llocus para este sistema (Fig. 3.45 
Y 3.76), estimación que concuerda con la de otras especies de peces dentro de las 
familias Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981), Clupeidae (Grant, 1984), Goodeidae 
(Grudzien y Turner, 1984), Anguillidae (Simonsen y Christiansen, 1981) y 
Gasterosteidae (Buthy cols., 1984). En cambio en2 especies de la familia Catostomidae 
se han descrito 2loci (Crabtree y Buth, 1981). 
-ADH 
La interpretación del zimograma de este sistema en ATL1 presentó algunas 
dificultades al comprobar que con el protocolo de revelado inicial aparecían 5 bandas, 
algunas de las cuales aparecían también en los patrones de LDH e IDDH (Fig. 4.1). 
La asignación de las bandas específicas para la ADH se hizo por exclusión «a 
posteriori» al comparar el patrón de 5 bandas con los patrones respectivos de la LDH 
e IDDH. De las 2 bandas que aparecían en hígado, para la ADH, una de ellas se 
mostró como secundaria. Esto se dedujo en base al patrón de dos bandas más 
retrasadas que presentó un individuo homocigoto para un alelo más lento, conclu-
yendo finalmente la existencia de un locus para este sistema (Fig. 3.2). 
Nuestros resultados están de acuerdo con los aportados por Basaglia y cols. 
(1989) en un estudio de variación ontogenética en esta especie, pero no con los de 
Cervelli (1985), que detectó 2 loci sin especificar el tipo de órganos. 
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-
o ADH LDH IDDH Origen 
Figura 4.1 
El valor modal en otras especies de peces, incluso de origen tetraploide, es 
también de 110cus: Salmonidae (Anderson y cols., 1981), Cyprinidae (Buth y Burr, 
1978; Brody y cols., 1979; Ferguson y coIs., 1981), Catostomidae (Buth y Crabtree, 
1982), Clupeidae, Engraulidae, PIeuronectidae, Scorpaenidae (Fujio y Kato, 1979), 
Goodeidae (Grudzien y Turner, 1984), Anguillidae (Simonsen y Christian sen, 1981) 
y Gasterosteidae (Buth y coIs., 1984). De forma excepcional McGlade y cols. (1983) 
detectaron 2 loci en otras 4 especies de la familia Scorpaenidae. 
-AMY 
Sólo analizamos una muestra (ATL2) con este sistema debido a la compleji-
dad de la tinción, habiendo detectado 1 locus (Fig. 3.18). Este resultado está de 
acuerdo con el encontrado por Yardley (1988) en Poeciliidae. No hemos encontrado 
trabajos que utilicen este sistema para el estudio genético de poblaciones. 
-AAT 
El patrón de bandas de este sistema en poliacrilamida presentó una serie de 
bandas secundarias adicionales, una un poco más retrasada que la del homodímero 
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paraAAT-2* y otras más retrasada que la del heterodímero entreAAT-2* y AAT-3*, 
que se interpretaron como subproductos de la proteína AA T -2 dado que no se formaba 
el híbrido con el producto de AAT-2* y sí con el de AAT-3* (Figuras 3.3 y 3.4). En 
definitiva concluimos la existencia de tres loci para este sistema. 
En otras especies de peces el número de loci detectados oscila entre 1 y 4, si 
bien la mayoría de los autores están de acuerdo en que lo más frecuente es que exista 
1 locus de origen mitocondrial y 2 loci citosólicos. Así, se ha detectado 1 locus en 
especies de las familias Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981), Clupeidae, Scombridae, 
Carangidae, Pleuronectidae (Fujio y Kato, 1979), Scorpaenidae (Johnson y cols., 
1973) y Cichlidae (McKaye y cols., 1982). Se han identificado 210ci en especies de las 
familias Clupeidae (Andersony cols., 1981), Cyprinidae (Buth y Burr, 1978; Crabtree 
y Buth, 1981; Brody y cols., 1979), Pleuronectidae (Fairbairn, 1981), Catostomidae 
(Ferris y Whitt, 1981), Engraulidae, Pleuronectidae (Fujio y Kato, 1979), Clupeidae 
(Grant, 1984), Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983), Atherinidae (Berrebi y 
Britton-Davidian, 1980). 310ci se han detectado en Clupeidae (Fujio y Kato, 1979), 
Catostomidae (Crabtree y Buth, 1981), Salmonidae (Guyomard y Krieg, 1983), 
Percidae (Gyllensten y cols., 1985) Y Mugillidae (Autem y Bonhomme, 1980). Se han 
descrito 4 loci en especies de origen tetraploide pertenecientes a las familias 
Salmonidae (Anderson y cols., 1983) y Catostomidae (Buth y Crabtree, 1982; 
Crabtree y Buth, 1981). 
-CAT 
Detectamos 2 loci Y los patrones de bandas en las dos muestras analizadas 
con este sistema (CAN y MED) no diferían básicamente entre sí (Fig. 3.48 Y 3.79). En 
la única referencia disponible en la bibliografía de peces, referente a cuatro especies 
de la familia Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983) se identificó 1 único locus para este 
sistema. 
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-CK 
Detectamos 2 loci y los patrones de bandas en las dos muestras analizadas 
con este sistema (CAN y MED) difirieron ligeramente entre sí (Fig. 3.49 y 3.80), 
incluso con los mismos tampones. A pesar de estas diferencias en ambos patrones 
achacables a los distintos protocolos de tinción, se infirió en ambas la presencia de 
2loci. 
Por su parte Cervelli (1985) identifica 3loci en esta misma especie, lo cual no 
concuerda con nuestros resultados. En otras especies de peces el número de loci 
detectados oscila entre 1 y 4. Así, con 1 locus tenemos especies de las familias 
Clupeidae (Anderson y cols., 1981) Y Cichlidae (McKaye y cols., 1982). Se detectaron 
2 loci en especies de las familias Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981), Goodeidae 
(GrudzienyTurner, 1984),Gobiidae(WallisyBeardmore, 1984), Clupeidae(Kornfield 
y cols., 1982) y Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). Se han detectado 3 o 410ci en 
especies de origen tetraploide pertenecientes a las familias Salmonidae (Anderson 
y cols., 1983), Catostomidae (Buth y Crabtree, 1982; Crabtree y Buth, 1981; Ferrls 
y Whitt, 1981) Y Cyprinidae (Scholl y Eppenberger, 1972), y en otras de origen 
diploide como Poeciliidae y Cich1idae (Scholl y Eppenberger, 1972). 
En la especie Lepomis cyanellus (Champion y cols., 1975) en la que se han 
detectado 210ci, al igual que en nuestro caso, uno de ellos parece codificar para un 
enzima presente en todos los tejidos del adulto, y el otro parece ser activado en el 
momento de la eclosión, siendo sólo activo en el músculo esquelético. Esta especifi-
cidad de funciones no la hemos detectado en nuestro caso. 
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-DIA 
La aparición de bandas secundarias dificultó la interpretación de los patro-
nesde este enzima (Fig. 3.5y 3.6), habiendo finalmente inferido la presencia de 210ci 
en las cuatro muestras (Fig. 3.5,3.20, 3.50y 3.81). De ellosDIA-2*presentóvariación 
enATLl. 
Las escasas referencias a este enzima en la bibliografía de peces se refieren 
a la detección de un único locus en especies de la familia Percidae (Gyllensteny cols., 
1985) e incluso en especies de origen tetraploide como Salmonidae (Guyomard y 
Krieg, 1983; Vuorinen y cols., 1981; Thompson, 1985). 
-PEPA 
Las dos muestras analizadas para este sistema (CAN y MED) revelaron la 
presencia de 310ci (Fig. 3.51 Y 3.82). 
Al ser un sistema enzimático que incluye una amplia familia de enzimas, el 
número de loci determinado en otras especies es muy variable. Así, se ha detectado 
110cus en especies de las familias Catostomidae, Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981) 
y Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984). 210ci en especies de las familias Salmonidae 
(Anderson y cols., 1983), Scorpaenidae (Johnson y cols., 1973) y Osmeridae (Luey y 
cols., 1982). 3 loci en especies de las familias Clupeidae (Anderson y cols., 1981) y 
Cichlidae (McKaye y cols., 1982). Y 6 loci en especies de la familia Clupeidae 
(Guyomard y Krieg, 1983). 
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-ENDOP 
Detectamos 310ci en ATL2 y 4 en MED (Fig. 3.21 Y 3.83). La única diferencia 
entre ambas poblaciones fue el sistema de procesado de las muestras, habiendo 
empleado el ciclo de congelación/descongelación para la MED, que se ha mostrado 
más efectivo para resolver la base genética de este sistema enzimático. En la 
bibliografía de peces no hemos encontrado ninguna referencia a este sistema 
enzimático. 
-MEP 
Detectamos 210ci enATL2 y 3 en CAN y MED (Fig. 3.22,3.52 Y 3.84). Estas 
diferencias son aparentemente achacables a los distintos sistemas de procesado de 
las muestras de las respectivas poblaciones. CAN y ATL2 han mostrado variación 
alélica para 2 de los loci. Nuestras estimaciones del número de loci no concuerdan con 
la de Cervelli (1985) quien detecta únicamente 110cus en esta misma especie, sin 
especificar en qué tipo de órganos. Aunque en otras especies de peces se ha 
encontrado también 1 único locus, como es el caso de especies de las familias 
Scorpaenidae (J ohnson y cols., 1973), Cichlidae (McKaye ycols., 1982) y Gasterosteidae 
(Buth y cols., 1984), lo normal es la detección de 210ci, como en especies de las familias 
Clupeidae (Grant, 1984), Cyprinidae (Ferguson y cols., 1981), Gobiidae (Wallis y 
Beardmore, 1984), Esocidae (Healy y Mulcahy, 1980) y Pomacentridae (Bell y cols., 
1982). También se han descrito algunos casos de 310ci en las familias Salmonidae 
(Guyomard y Krieg, 1983; Ryman y cols., 1979), y Cichlidae (Kornfield y cols., 1979). 
De ellos a uno se le asigna un origen mitocondrial y a los otros dos origen citosólico. 
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-EST 
Las Esterasas son una gran familia de enzimas con distintas funciones que 
se clasifican en cuatro grupos: carboxil esterasas, aril esterasas, acetil esterasas y 
acetilcolina esterasas (Korochkin y cols., 1977). En peces han sido ampliamente 
estudiadas desde el punto de vista genético con fines poblacionales, encontrando que 
tanto las de origen sérico como las tisulares están codificadas por un gran número 
de loci que dan patrones de bandas a veces sumamente complejos. Esta complejidad 
se ve acentuada en nuestro caso por la aparición de múltiples bandas en ciertas zonas 
de actividad (Fig. 3.37) que interpretamos como resultado de variaciones postra-
duccionales, ya descritas en la bibliograña (Wilkinson, 1970). 
Detectamos 610ci enATL1, 5 enATL2y4enCANyMED (Fig. 3.7,3.24,3.54 
y 3.85). Los patrones de bandas en las dos primeras muestras no difieren fundamen-
talmente entre sí, salvo que el método de poliacrilamida al ser más resolutivo que el 
de almidón permite detectar 110cus más. Por otro lado, las diferencias entre las dos 
primeras muestras y las dos últimas se imputan al diferente método de procesado de 
las muestras. 
Cervelli (1985) sólo detecta 210ci en esta misma especie, lo cual no concuerda 
con ninguno de nuestros resultados. En otras especies de peces el número de loci que 
codifican para este sistema enzimático varía entre 2 y 5. Así, en especies de las 
familias Scombridae, Carangidae, Merluccidae (Fujio y Kato. 1979) y Scorpaenidae 
(McGlade y cols., 1983) se han detectado 2 loci. 3 loci en especies de las familias 
Salmonidae (Anderson y cols., 1983), Catostomidae (Buth y Crabtree, 1982), 
Pleuronectidae, Hexagrammidae (Fujio y Kato; 1979), Cobitidae (Kimura, 1978) y 
Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). 4 loci en especies de las familias Clupeidae 
(Anderson y cols., 1981), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984) y Engraulidae (Fujio 
y Kato, 1979). Y 5 loci en especies de la familia Cyprinidae (Brody y cols., 1979). 
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Aparte del alto grado de variación alcanzado por estos sistemas enzimáticos 
a través del aumento del número de loci, también se muestran muy polimórficos en 
peces a través de variantes alozímicas. En nuestro estudio sólo aparece variable el 
10cusEST-2* con dos alelos distintos enATL2 y MED (Tabla 3.9). En Clupea harengus 
se han descrito 4 o 5 alelos por locus (Zenkin, 1979) y el caso extremo lo presenta el 
locus EstIl de Sardinops ocellata con 9 alelos (Thompson y Mastert, 1974). 
-ACP 
Los patrones de bandas en las dos muestras analizadas con este sistema 
(CAN y MED) presentaron ciertas diferencias atribuibles a los distintos métodos de 
tinción empleados: luz U.V. en CAN y visible en MED, así como a las condiciones de 
los dos laboratorios en los que se llevó a cabo la técnica (Fig. 3.55 y 3.87). En cualquier 
caso, la interpretación de los patrones nos llevó a inferir 310ci en ambas poblaciones. 
Las referencias existentes de este sistema en otras especies de peces indican 
la detección de 1 único locus. Tal es el caso de especies de las familias Clupeidae, 
Engraulidae, Scombridae, Pleuronectidae, Ammodytidae, Scorpaenidae, 
Hexagrammidae, Bothidae, Lophiidae (Fujio y Kato, 1979) y Gasterosteidae (Buth 
y cols., 1984). En especies de origen tetraploide de las familias Cyprinidae (Ferguson 
y cols., 1981) y Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981) se encuentran casos con 210ci, 
si bien se dan también con sólo uno (Buth y Burr, 1978; Crabtree y Buth, 1981; Buth 
y Crabtree, 1982). 
-PGM 
La interpretación del zimograma de este sistema resultó en principio un 
tanto equívoca al detectar en ellocus PGM-l * unas bandas de menor intensidad que 
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en un principio aparecían sólo en hígado y músculo y que posteriormente, al forzar 
la tinción, aparecían también en ojo (Fig. 4.2), siendo finalmente interpretadas como 
bandas secundarias. 
- -PGM-2* 
- -
- -
- -PGM-l* 
o Origen 
Figura 4.2 
Finalmente identificamos 2loci en ATL2 y 3 en CAN y MED (Fig. 3.26,3.56 
Y 3.88). Los patrones de bandas difieren entre sí ligeramente. Estas diferencias son 
imputables a las distintas condiciones en que fueron analizadas las respectivas 
poblaciones. 
Cervelli (1985) detectó 2 loci en un análisis poblacional de esta misma 
especie, lo cual concuerda con nuestros resultados en ATL2. La información indica 
que el valor modal es de 1 locus, como en el caso de especies de las familias 
Pleuronectidae (Fujio y Kato, 1979; Fairbaim, 1981), Engraulidae, Scombridae, 
Carangidae Clupeidae (Fujio y Kato, 1979), Cyprinidae (Buth y Burr, 1978) y 
Catostomidae (Buth y Crabtree, 1982), aunque en estas últimas 3 familias también 
se han descrito casos con 2loci (Anderson y cols., 1981; Crabtree y Buth, 1981). Otras 
familias en las que se han descrito especies también con 2 loci son Scorpaenidae 
(McGlade y cols., 1983), y Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984). En 5 especies de la 
familia Cichlidae (Kornfield y cols., 1979) se han llegado a describir hasta 3loci. 
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-PGDH 
Detectamos 110cus en ATL2 y 210ci en CAN y MED (Fig. 3.27, 3.57 Y 3.89). 
Los patrones de bandas en las muestras analizadas con este sistema no difieren 
fundamentalmente entre sí, salvo en algunos órganos. La diferencia en el número de 
loci entre estas muestras se debe, por un lado, al diferente método de procesado del 
material y, por otro, al cambio de sustrato (sal de bario por sal trisódica). Además, 
en algunas muestras de hígado de individuos de ATL2, se observó una segunda 
banda muy tenue con alguno de los tampones, que se correspondía en movilidad con 
la detectada en las otras dos muestras. Las diferencias detectadas entre CAN y MED 
pueden deberse a las distintas condiciones de los dos laboratorios en los que se llevó 
a cabo la técnica. 
En otro estudio poblacional de esta misma especie, Cervelli (1985) detecta 1 
único locus para este sistema. Otros autores, encuentran en otras especies de peces 
un valor modal de 1 locus. Ejemplos de ello lo tenemos en las familias Clupeidae 
(Anderson y cols., 1981), Engraulidae, Scombridae, Carangidae, Pleuronectidae 
(Fujio y Kato, 1979), Cobitidae (Kimura, 1978), Cichlidae (Kornfield y cols., 1979), 
Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984), Mugillidae (Autem y Bonhomme, 1980) y 
Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). En especies de origen tetraploide se han 
detectado 2 loci: Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981; Crabtree y Buth, 1981), 
Salmonidae (Ryman y cols., 1979) y Cyprinidae (Beck y cols., 1984). 
-FBALD 
Detectamos 310ci en MED, mientras que en CAN no obtuvimos un patrón de 
bandas reproducible por lo que tuvimos que descartar este sistema en dicha 
población (Fig.3.90 y 3.58). Estas diferencias pueden deberse a las distintas 
condiciones de los dos laboratorios en los que se llevó a cabo la técnica. 
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Cervelli (1985) sólo detecta 110cus en otro estudio poblacional de esta misma 
especie, lo cual no concuerda con nuestros resultados. En otras especies citadas en 
la bibliografía se han detectado entre 1 y 3 loci. Así, en especies de la familia 
Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981) se ha observado 1 único locus, al igual que en la 
familia Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981) en la que además se han observado 210ci 
en algunas especies. También se han detectado 2 loci en especies de la familia 
Salmonidae (Anderson y cols., 1983) y 3 en especies de la familia Gasterosteidae 
(Buth y cols., 1984). 
-FH 
Los patrones de bandas de las dos muestras analizadas con este sistema 
(CAN y MED) no difieren fundamentalmente entre sí y nos han permitido inferir la 
presencia de 2 loci (Fig. 3.59 Y 3.91). 
Cervelli (1985) sólo detecta 110cus en esta misma especie, al igual que otros 
autores en especies de distintas familias: Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981), 
Goodeidae (Grudzien y Turner, 1984), Clupeidae (Komfield y cols., 1982) y 
Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). Sin embargo, en algunas especies de origen 
tetraploide, pertenecientes a las familias Catostomidae (Crabtree y Buth, 1981) y 
Salmonidae (Ryman y cols., 1979; Vuorinen y cols., 1981), se han encontrado 210ci. 
-GLYDH 
Detectamos 1 único locus en ATL2 (Fig. 3.28) Y al repetir la tinción en MED 
se observó un tenue patrón distinto al encontrado en ATL2 y similar al de la LDH, 
por lo que se descartó este sistema en esta muestra. Es dificil saber si el locus 
detectado en la muestra ATL2 pertenece o no a la LDH. De todas formas, el patrón 
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de una sola banda estaba muy bien definido y lo interpretamos como específico de 
GL YDH. No hemos encontrado referencias de este sistema en peces, salvo alguna 
que alude al mismo tipo de interferencia con la LDH (Allendorf y cols., 1977). 
- G3PDH 
Los patrones de bandas de las tres muestras analizadas: ATL2, CAN y MED, 
aunque básicamente similares, presentaban algunas diferencias, que una vez 
interpretadas nos permitieron inferir la existencia de 2 loci para este sistema 
(Fig. 3.29, 3.60 Y 3.92). 
Nuestros resultados concuerdan con los de Basaglia y cols. (1989), quienes 
detectan también 2 loci en esta misma especie y cuyos patrones son muy similares 
a los encontrados en ATL2 y CAN. Sin embargo, los resultados aportados por Cervelli 
(1985), quien detecta 1 único locus en esta especie difieren de los demás. La 
información referente a otras especies de peces refieren hasta 210ci, aunque también 
se dan casos con 3 y 4 loci. Con 110cus se citan especies de las familias Salmonidae 
(Anderson y cols., 1983), Scombridae, Lophiidae y Merluccidae (Fujio y Kato, 1979). 
Con 210ci especies de las familias Clupeidae (Anderson y cols., 1981; Fujio y Kato, 
1979), Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981), Engraulidae, Carangidae, Pleuronectidae, 
Ammodytidae, Hexagrammidae, Bothidae, Labridae (Fujio y Kato, 1979), 
Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983; Fujio y Kato, 1979) y Gasterosteidae (Buth y 
cols., 1984). 310ci se han detectado en especies de las familias Cichlidae (Kornfield 
y cols., 1979) y Clupeidae (Kornfield y cols., 1982). Y 4 en Cyprinidae (Ferguson y 
cols., 1981). 
Si bien parece ser que la G3PDH es uno de los enzimas glucolíticos más 
variables en peces, nosotros no hemos detectado variantes alozímicas en las muestras 
analizadas. 
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-G6PDH 
Detectamos 2 loci Y los patrones de bandas en las dos muestras analizadas 
con este sistema (CAN y MED) no difieren fundamentalmente entre sí con el mismo 
sistema tampón, excepto con el tampón CAM (Fig. 3.61), que dio muy mala resolu-
ción para MED. Estas diferencias pueden deberse a las distintas condiciones de los 
dos laboratorios en los que se llevó a cabo la técnica. En A TL2 se analizó este sistema 
pero con resultados insatisfactorios al obtener una tinción excesiva que impedía 
precisar el número exacto de loci (Fig. 3.30), por lo que se descartó para el análisis 
poblacional. En MED y con el tampón CTC aparecieron muchas bandas cuyo 
significado no conseguimos resolver (Fig. 3.93). Estos resultados pueden ser conse-
cuencia, como se han detectado en otras especies de peces de familias tan diversas 
como Albulidae, Chaetodontidae, Mullidae, Gobiidae y Lutjanidae (Kidder, 1983), de 
la existencia de otros enzimas con la misma función como la Hexosa-6-Fosfato 
Deshidrogenasa, que se revelan con Glucosa-6-fosfato y dan lugar a un patrón 
complicado por múltiples bandas. 
Nuestra interpretación de 2loci está de acuerdo con la obtenida por Cervelli 
(1985), pero no con la de Basaglia y cols. (1989) que detectan 1 único locus. En otras 
especies de peces hay casos en los que se ha encontrado 1 único locus como en 
Pleuronectidae (Buth y Crabtree, 1982), Cichlidae (McKaye y cols., 1982) y Esocidae 
(Healy y Mulcahy, 1980).2 en Percidae (Gyllensten y cols., 1985) y Cyprinidae (Beck 
y cols., 1983). También se han determinado 3 loci en especies de las familias 
Clupeidae (Kornfield y cols., 1982) y Salmonidae (Allendorfy Phelps, 1980). 
-GPI 
Detectamos 2 loci y los patrones de bandas en las muestras analizadas con 
este sistema no difieren entre sí (Fig. 3.31, 3.62 y 3.94). Las únicas diferencias 
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detectadas entre CAN y MED se refieren a una mayor actividad en esta última 
equivalente a la de ATL2, y que se interpretó debida a la previa disolución del MTT 
(ver apartado 4.1.4.). 
El número de loci encontrados concuerda totalmente con los obtenidos por 
Cervelli (1985) y Basaglia y cols. (1989). En otras especies el número de loci que se 
infiere para este sistema oscila entre 1 y 2, aunque también hay casos con 3 y 4 loci. 
Entre las familias con representantes para 110cus tenernos: Clupeidae (Anderson y 
cols., 1981; Fujio y Kato, 1979), Engraulidae, Scombridae, Pleuronectidae, Bothidae 
y Lophiidae (Fujio y Kato, 1979). Con 2loci se han descrito especies de las familias 
Cyprinidae (Buth y Burr, 1978), Clupeidae, Carangidae, Arnrnodytidae, Hexagra-
rnrnidae (Fujio y Kato, 1979), Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983; Fujio y Kato, 
1979), Cichlidae (Kornfield y cols., 1979) y Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984). En 
la familia Salmonidae se han detectado 3 loci (Anderson y cols., 1983) y en la 
Catostomidae 3 o 410ci dependiendo de la especie (Ferris y Whitt, 1981). 
Aunque este sistema se ha manifestado en peces corno uno de los enzimas 
más variables dentro de la familia de enzimas catalíticos (Kirpichnikov, 1981), no 
hemos detectado variantes alélicas en nuestro estudio. 
-GLUDH 
Detectarnos 110cus y los patrones de bandas en las muestras analizadas con 
este sistema no difieren fundamentalmente entre sí, salvo que en MED aparecen 
bandas en ciertos tejidos que se presentan inactivos en las otras muestras (Fig. 3.32, 
3.63 y 3.95). Las diferencias entre MED y ATL2 se podrían explicar por las distintas 
condiciones de procesado de A TL2 y las diferencias entre CAN y MED por las 
distintas condiciones de los laboratorios. 
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Nuestra estimación de 110cus para este sistema coincide con el único locus 
que normalmente se detecta en la mayoría de las especies de peces, de familias tan 
diversas como Pleuronectidae (Fairbaim, 1981; Fujio y Kato, 1979), Engraulidae, 
Ammodytidae, Scorpaenidae, Bothidae, Gadidae, Labridae (Fujio y Kato, 1979), 
Salmonidae (Ryman y cols., 1979), Clupeidae (Kornfield y cols., 1982) Y Gasterosteidae 
(Buth y cols., 1984). 
-HK 
Detectamos 110cus en ATL2 y 210ci en CAN y MED (Fig. 3.33,3.64 Y 3.96). 
Los patrones de bandas en ATL2 con los tampones CAM y RID difirieron de los 
obtenidos con los mismos tampones en las otras dos muestras, posiblemente debido 
a las diferencias habidas en el protocolo de tinción y en el procesado de las muestras. 
Éstas podrían ser también las causas para que sólo se detectara 110cus, aunque se 
pudo observar en músculo una segunda banda muy tenue y más lenta que la banda 
principal del hígado, que podría corresponder al segundo locus detectado en las otras 
muestras. Los patrones de CAN y MED no difieren entre sí con los distintos 
tampones, pero en MED elegimos el tampón RID como más óptimo que CTC, por 
preservar mejor la actividad enzimática. 
Nuestros resultados coinciden con los de Cervelli (1985), el cual también 
detectó 210ci. En otras especies de peces se detecta normalmente 110cus, como en las 
familias Catostomidae, Cyprinidae (Crabtree.y Buth, 1981), Cichlidae (McKaye y 
cols., 1982), Esocidae (Healy y Mulcahy, 1980) y Clupeidae (Kornfield y cols., 1982), 
mientras que en Salmonidae (Ryman y cols., 1979) se han detectado 2loci. 
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-IDDH 
Detectamos 110cus en CAN, 2 en MED y 3 en ATL2, variando el patrón de 
bandas entre las distintas muestras, pero las comunes coincidiendo en sus posiciones 
(Fig. 3.65,3.97 Y 3.34). Así, el patrón detectado en MED, resulta similar al de ATL2, 
si bien le falta la banda de migración anódica, que se presentó muy tenue en ATL2. 
Otra diferencia es que en ATL2 aparecen 3 bandas catódicas y en MED son 5, lo cual 
confirmaría la naturaleza tetramérica de este enzima. La existencia de sólo 3 bandas 
catódicas en ATL2 podría justificarse porque no se pudieron detectar los 
homotetrámeros de los extremos al ser la tinción muy tenue y hallarse en menor 
proporción que los heterotetrámeros. En CAN sólo se detectó una banda catódica que 
se interpretó como 1 único locus, patrón que se repitió en MED al utilizar el tampón 
CTC considerado como óptimo en CAN. Ello indica que el tampón CTC no es el más 
idóneo para este sistema, y si en esta muestra se hubiera empleado el tampón RID 
hubiéramos podido inferir al menos 2 loci en lugar de sólo 1. 
Los datos existentes en otras especies de peces indican que son 1 o 2 los loci 
que se detectan. Así, en especies de las familias Catostomidae (Buth y Crabtree, 
1982), Scombridae, Ammodytidae, Hexagrammidae (Fujio y Kato, 1979), Cichlidae 
(McKaye y cols., 1982; Kornfield y cols., 1979), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984) 
y Pomacentridae (Bell y cols., 1982), se ha detectado 110cus. 210ci en especies de las 
familias Clupeidae, Carangidae, Pleuronectidae, Bothidae, Lophiidae, Gadidae, 
Merluccidae (Fujio y Kato, 1979), Salmonidae (Guyomard y Krieg, 1983; Ryman y 
ools., 1979) y Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983). En especies de la familia 
Labridae (Fujio y Kato, 1979) se han detectado 310ci. 
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·IDHP 
Detectamos 2 loci y los patrones de bandas en las muestras analizadas con 
este sistema no difirieron fundamentalmente entre sí (Fig. 3.35, 3.66 Y 3.98). Las 
ligeras diferencias son explicables por los distintos sistemas de procesado de 
muestras y por las distintas condiciones de los dos laboratorios en los que se 
analizaron CAN y MED. 
Nuestros resultados coinciden con los de Cervelli (1985) el cual también 
detecta 2 loci en una población cultivada de la misma especie. 2 loci son también 
representativos de la mayoría de especies de peces analizadas para este sistema, 
aunque también se dan casos con 3 y 4loci en especies de origen tetraploide. Especies 
con 210ci pertenecen a las familias Clupeidae (Anderson y cols., 1981; Fujio y Kato, 
1979), Pleuronectidae (Fairbairn, 1981; Fujio y Kato, 1979), Engraulidae, Scombridae, 
Carangidae, Merluccidae (Fujio y Kato, 1979), Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981), 
Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984), Esocidae 
(Healy y Mulcahy, 1980) y Pomacentridae (Bell y cols., 1981). Con 310ci especies de 
la familia Catostomidae (Crabtree y Buth, 1981) y con 4 de la familia Salmonidae 
(Allendorfy Phelps, 1980). 
·LDH 
La interpretación de los patrones de este sistema resultó inicialmente 
compleja debido a la expresión diferencial de los distintos loci en los diferentes 
órganos y tejidos, a la existencia de bandas secundarias, a la naturaleza tetramérica 
de esta proteína que origina múltiples combinaciones de unidades funcionales con 
expresión igualmente diferencial entre los diferentes tejidos y a la interferencia con 
la ADH (Fig. 3.11 y 4.1). Finalmente inferimos la presencia de 310ci (Fig. 3.11,3.36, 
DISCUSIÓN 215 
3.67 Y 3.99). Los patrones de bandas de las muestras analizadas no difieren 
fundamentalmente entre sí, salvo que en algunas aparecen bandas en determinados 
órganos que no aparecen en otras. Estas diferencias podrían justificarse por las 
distintas variantes de la técnica empleadas y en el caso de CAN y MED por las 
condiciones de los respectivos laboratorios. 
Nuestros resultados en la estimación del número de loci coinciden con los de 
Basaglia y cols. (1989), pero no con los de Cervelli (1985), quien describe 4. En 
especies diploides la situación más frecuente es de 3 loci y sólo en las de origen 
tetraploide es posible encontrar un número superior. Ejemplos de familias con 
especies con 3 loci son: Cyprinidae (Buth y Burr, 1978; Valenta, 1978), Cichlidae 
(Kornfield y cols., 1979), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 1984), Mugillidae (Autem y 
Bonhomme, 1980), Esocidae (Healy y Mulcahy, 1980), Clupeidae (Kornfield y cols., 
1982) y Pomacentridae (Bell y cols., 1982). Ferris y Whitt (1981) analizaron 19 
especies de la familia Catostomidae y encontraron algunas con 3 loci y otras con 4. 
En la familia Salmonidae Allendorf y cols. (1976) han detectado hasta 5 loci 
diferentes. 
En especies diploides los 3 loci parecen haber sufrido una gran divergencia 
funcional, en el sentido de que laLDH-1* se encuentra sólo en músculo (Fig. 3.11) 
mientras que laLDH-2* se detecta en varios órganos por lo que se puede considerar 
como un enzima «doméstico», Ellocus LDH-3* se expresa sólo en la retina del ojo y 
su aparición coincide con el inicio de la función visual (Miller y Whitt, 1975). 
Además del amplio espectro isozímico de este sistema, la variación genética 
alozímica suele ser también muy importante en peces (Kirpichnikov, 1981). En 
nuestras muestras hemos detectado variabilidad en ellocus LDH -1 * en ATL 1 y CAN, 
y en ellocus LDH-2* sólo en CAN (Tabla 3.10), 
216 DISCUSIÓN 
-LAP 
Detectamos 3 loci en ATL2, aunque uno de ellos debió descartarse para el 
análisis poblacional debido a su baja actividad (Fig. 3.37). El análisis de este sistema 
en MED no dio resultados positivos, de modo que no pudimos comparar los patrones. 
En otras especies de peces se han detectado normalmente entre 1 y 2 loci. 
Ejemplo de ello son especies de las familias Clupeidae (Anderson y cols., 1981) y 
Cyprinidae (Buth y Burr, 1978) con 110cus, y especies de la familia Salmonidae 
(Ryman y cols., 1979) con 2. 
-MDH 
Detectamos 210ci en CAN, 3 en ATL1 y 4 en ATL2 y MED (Fig. 3.69,3.13, 
3.38, 3.100 Y 3.101). Estas diferencias se pueden explicar en base a las distintas 
modalidades metodológicas de cada muestra, obteniendo mayor número de loci en 
aquellas analizadas con técnicas más resolutivas. 
Para esta misma especie Cervelli (1985) detecta sólo 2 loci, mientras que 
Basaglia y cols. (1989) detectan 3, 1 de origen mitocondrial y 2 citos6licos. En otras 
especies de peces se dan situaciones muy variadas, siendo 2 o 3 loci el número más 
frecuente. Con 210ci se han descrito especies de las familias Clupeidae, Engraulidae, 
Scombridae, Carangidae, Pleuronectidae (Fujio y Kato, 1979), Gobiidae (Wallis y 
Beardmore, 1984) y Mugillidae (Autem y Bonhomme, 1980), y con 3 especies de las 
familias Cyprinidae (Buth y Burr, 1978), Goodeidae (Grudzien y Turner, 1984), 
Esocidae (Healyy Mulcahy, 1980), Gasterosteidae (Buth ycols., 1984) y Pomacentridae 
(Bell y cols., 1982). Con más de 310ci se han citado especies tanto de origen tetraploide 
como de origen diploide. Así, con 510ci hay representantes de las familias Scorpaenidae 
-
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(McGlade y coIs., 1983), Clupeidae (Anderson y coIs., 1981) Y Salmonidae (Anderson 
y coIs., 1983). Como caso singular merece citar el trabajo de Ferris y Whitt (1981) en 
el que analizan 19 especies de la familia Catostomidae encontrando casos con 4, 5 Y 
610ci. Estos autores justifican esta gradación del número de loci entre estas especies 
debida a un fenómeno de poliploidización en un ancestro de catostómidos, posterior 
duplicación en tándem de uno de los dos loci, seguida a su vez de la pérdida de función 
de alguno de los loci (diploidización). 
Por otro lado, la detección de un elevado número de loci (4-5) en especies de 
origen diploide apuntan a la ocurrencia en algunas líneas filogenéticas, de repetidas 
duplicaciones en tándem del locus original de MDH para crear nuevas variantes 
isozímicas, mientras que en las especies de origen tetraploide además de estas 
duplicaciones, se ha dado un fenómeno de poliploidización. 
Además de este polimorfismo isozímico, este sistema ha mostrado también 
gran variabilidad alélica no corroborada en nuestro estudio, pero sí bien documentada 
en poblaciones mediterráneas de Anguilla anguilla en las que se han detectado 7 
alelos en un locus MDH (Rodino y Comparlni, 1978). 
-MPI 
Los patrones de bandas en las dos muestras analizadas con este sistema 
(CAN y MED) no difieren fundamentalmente entre sí, salvo en algunos órganos 
(Fig. 3.70 Y 3.102). Estas diferencias pueden deberse a las distintas condiciones de 
los dos laboratorios. En todo caso inferimos la presencia de 210ci. 
Nuestros datos no concuerdan con los de Cervelli (1985) quien sólo detecta 
110cus en una población italiana de esta misma especie. En otras especies de peces 
218 DISCUSIÓN 
normalmente sólo se encuentra 1 locus, como es el caso de las familias Clupeidae 
(Anderson y cols., 1981), Cobitidae (Kimura, 1978), Gobiidae (Wallis y Beardmore, 
1984) y Gasterosteidae (Buth y ools., 1984), si bien hay casos con 210ci dentro de la 
familia Salmonidae (Ryman y cols., 1979). 
-PNP 
En CAN este sistema no mostró actividad y en MED detectamos 2 loci 
(Fig.3.103). 
Las pocas referencias bibliográficas de este sistema señalan 1 único locus 
para especies de las familias Catostomidae, Cyprinidae (Crabtree y Buth, 1981) y 
Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). 
-SUCDH 
Detectamos 3 loci en MED y 4 en ATL2 (Fig. 3.104 y 3.39). Los patrones de 
bandas en estas dos muestras eran muy diferentes, aunque en ambos casos con 
tinciones muy tenues. Estas diferencias son difíciles de explicar y pueden deberse a 
múltiples factores, teniendo en cuenta el tratamiento diferente al que se sometieron 
ambas muestras. En CAN también se analizó este sistema, pero sin resultados 
satisfactorios, posiblemente debido a la falta de disponibilidad de MTT en el proceso 
de tinción. 
La única referencia encontrada para este sistema se refiere a una especie de 
la familia Salmonidae, Salvelinus alpinus, (Anderson y cols., 1983) y en ella se 
describe 1 único locus. 
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-SOD 
Detectamos llocus en CAN, 2loci enA TL2 y MED Y 310ci en ATL1 (Fig. 3.71, 
3.40, 3.105 Y 3.14). Los patrones de bandas en ATL2 y MED no difieren funda-
mentalmente entre SÍ. El patrón de bandas en ATL1 difiere del resto posiblemente 
porque el método de poliacrilamida es más resolutivo que el de almidón y permite una 
mayor discriminación de bandas. En CAN se observó un patrón que, aunque parecido 
al de las otras dos muestras analizadas en geles de almidón, difería por tener una 
banda menos. Esta diferencia puede deberse a que el sistema de Unción empleado en 
CAN fue menos resolutivo al de las otras dos muestras. La tinción con MTT o NBT 
y PMS da lugar a unas bandas SOD en negativo muy tenues sobre un fondo algo 
oscurecido, mientras que la tinción con riboflavina y MTT da lugar a un fondo muy 
oscuro sobre el que destacan muy bien las bandas SOD en negativo. Dado que en CAN 
el único locus que se detectó fue sobre unas bandas muy tenues, es posible que la otra 
banda no llegara a revelarse. 
Cervelli (1985) sólo detecta 110cus en otra población de esta misma especie, 
lo cual no concuerda con nuestros resultados. En otras especies el número de loci que 
se detectan oscila entre 1 y 2, en este último caso una forma soluble y otra 
mitocondrial. Con 110cus hay especies de las familias Salmonidae (Anderson y cols., 
1983), Cyprinidae (Buth y Burr, 1978), Engraulidae, Scombridae, Carangidae, 
Labridae (Fujio y Kato, 1979), Gasterosteidae (Buth y cols., 1984) y Pomacentridae 
(Bell y cols., 1982). En algunas especies de la familia Clupeidae se ha determinado 
1 único locus (Anderson y cols., 1981; Fujio y Kato, 1979) y en otras 2 (Fujio y Kato, 
1979). Otras familias con especies con 210ci son: Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981), 
Pleuronectidae (Fujio y Kato, 1979), Scorpaenidae (McGlade y cols., 1983), y 
Osmeridae (Luey y cols., 1982). 
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-XDH 
Detectamos llocus enATL2y3locien CAN yMED (Fig. 3.42, 3.72y3.106). 
Los patrones de bandas se mostraron distintos en las tres muestras analizadas con 
este sistema. Las diferencias entre ATL2 yel resto se pueden deber a los distintos 
protocolos utilizados, tanto en la preparación de las muestras como en la tinción. Las 
diferencias entre CAN y MED son más marcadas y diñciles de interpretar, puesto 
que los zimogramas en los distintos órganos con los mismos tampones en ambas 
muestras son totalmente distintos, cuando la técnica se llevó a cabo en las mismas 
condiciones que para los demás sistemas. 
En otras especies de peces sólo se ha detectado 1 único locus génico: 
Clupeidae (Anderson y cols., 1981), Salmonidae(Anderson y cols., 1983; Ryman y 
cols., 1979), Cyprinidae (Buth y Burr, 1978), Catostomidae (Ferris y Whitt, 1981) Y 
Gasterosteidae (Buth y cols., 1984). 
La valoración global del número de loci estimados a partir de los 34 sistemas 
enzimáticos incluidos en nuestro estudio, presenta algunas limitaciones al no 
disponer de otros datos suficientemente documentados en esta especie para poderlos 
comparar. Los dos únicos trabajos más afines al nuestro (Cervelli, 1985; Basaglia y 
cols., 1989) incluyen muy pocos sistemas y resultan de gran imprecisión en su 
contenido. Por otra parte, al pertenecer esta especie a una familia poco numerosa, no 
existen en la bibliograña estudios de especies próximas, por lo que sólo es posible 
comparar nuestros resultados con los de especies de otros grupos más o menos 
alejados, con el riesgo que ello conlleva. No obstante, la impresión general que se 
tiene es claramente indicativa de que nuestro método de análisis permite revelar en 
general, e individualmente para cada sistema, un número mayor de loci que los 
estimados por otros autores para especies de origen diploide, o a veces incluso 
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tetraploide. 
Otro aspecto interesante de las proteínas isozímicas es el grado de polimorfismo 
detectado a través de su riqueza isozímica y alozímica y que se presenta muy 
variable. A pesar de no ser en muchos casos homologables los distintos métodos de 
análisis empleados por los distintos autores, se ha intentado clasificar estas proteínas 
en grupos, pudiendo citar como casos extremos el grupo de hemoglobinas ymioglobinas, 
con niveles bajos de variabilidad, y las esterasas yel sistema lactato deshidrogenasa 
con niveles muy altos CKirpichnikov, 1981). A pesar del carácter arbitrario de este 
intento de clasificación, tenemos que admitir que nuestros resultados de variabili-
dad de los dos últimos sistemas apoyan su inclusión en la categoría de sistemas muy 
variables (Tabla 3.11). Lo que sin embargo parecen no estar claros son los mecanismos 
subyacentes a esta variación. La mayoría de los autores intentan relacionar el grado 
de variación con las características funcionales de las propias proteínas, siendo para 
las proteínas enzimáticas el tipo y el número de sustratos, así como el número de 
subunidades que las componen, los factores más relevantes. Según esos criterios, los 
tetrámeros serían menos variables que los dímeros y éstos, a su vez, que los 
monómeros (Ward, 1977, 1978). Esta hipótesis sería discutible ante la evidencia en 
este estudio de la alta variabilidad de la LDH y de otros sistemas de naturaleza 
tetramérica. 
Otro aspecto interesante de la genética de los loci analizados es conocer su 
relación espacial en los cromosomas, es decir, sus relaciones de ligamiento. Asumien-
do que la lubina tiene 2n=48 (Cataudella y cols., 1973) y que se han estudiado hasta 
7510ci, es obvio considerar que muchos de ellos se deben encontrar en el mismo grupo 
de ligamiento. Para ello llevamos a cabo un análisis de ligamiento limitado por la baja 
proporción de loci polimórficos encontrados en el total de las muestras. Los resultados 
indicaban que la desviación de equilibrio gamético sólo era significativa para las 
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parejas de loci LDH-1* / LDH-2* (P<0,02) y LDH-2* / XDH-2* (P<O,OOl) de la mues-
tra CAN, con un mayor grado de ligamiento en la segunda pareja que en la primera, 
así como ausencia de ligamiento entreLDH-1* y XDH-2*, lo cual resulta totalmente 
incoherente (Tabla 3.10). Estas discrepancias podrían deberse al pequeño tamaño de 
la muestra (20 individuos) y/o a que los loci LDH-2* Y XDH-2* presentaban ligeras 
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (Tabla 3.6). Por lo que esta situación 
difícil de interpretar podría deberse bien a un error de tipo 1 (LDH -1 * estaría también 
ligado aXDH-2*) o de tipo II (LDH-1* Y LDH-2* no están realmente ligados). 
Los datos existentes sobre el origen común de los loci de la LDH por 
duplicación génica (Whitt y cols., 1973) serían favorables a la hipótesis de que ambos 
loci se hayan mantenidos unidos en esta especie después del proceso de duplicación. 
De los escasos datos existentes en peces sobre ligamiento génico, se ha evidenciado 
que LDH-B y LDH-C, equivalentes a nuestros LDH-2* y LDH-3* respectivamente, 
están ligados en Fundulus heteroclitus. Parece ser que la separación de LDH-2* y 
LDH-3* como genes homólogos ha ocurrido en un momento más reciente de la 
evolución que la separación de LDH-1* con el ancestro de ambos (Whitt, 1969). 
4.3. ESTRUCTURA GENÉTICA DE LAS POBLACIONES DE LUBINA 
4.3.1. Desviaciones del equilibrio 
Las tablas 3.2, 3.4,3.6 y 3.8 muestran la distribución de los genotipos de los 
loci variables en las respectivas muestras, dándonos la prueba de chi-cuadrado que, 
salvo 3 excepciones, todos los loci presentan sus frecuencias genotípicas en equilibrio 
Hardy-Weinberg. Únicamente ADH* y AAT-1* en ATL1 y SOD-2* en MED pre-
sentan desviaciones significativas. La magnitud de estas desviaciones se ha estima-
do a través del estadístico f(Tabla 3.9), que al ser positivo paraADH* y AAT-1* en 
ATL1 (f=l,Oll para ambos) indica un exceso de homocigotos, y negativo para SOD-
2* en MED (f=-0,3299) indica un exceso de heterocigotos. 
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Los resultados expuestos indican que en las dos muestras en que se han 
detectado desviaciones del equilibrio, no se observa una tendencia común en ambas 
sino que al ser de signo opuesto merecen ser tratadas con independencia. 
El déficit de heterocigotos en los 210ci de ATL1, asumiendo que es debido a 
2 individuos para ellocusADH* y a 1 individuo para elAAT-l*, podría justificarse 
por la presencia de «contaminantes» procedentes de subpoblaciones vecinas. Esta 
interpretación sería plausible si la muestra ATL1 procediera de un extremo de la 
distribución de la población que estuviera solapado con el extremo de otra vecina, o 
bien que el «stock» muestreado no pertenezca a la misma unidad reproductiva, sino 
que fuera el resultado de un «stock» organizado con fines alimentarios o de otro tipo 
y no reproductivos (Richardson y cols., 1986). En otras situaciones el déficit de 
heterocigotos se ha relacionado con la edad de los individuos muestreados, en el 
sentido de que la deficiencia en heterocigotos tiende a disminuir, llegando incluso a 
desaparecer con la edad (Vasiliev, 1980; Zouros y cols., 1983). Nuestra muestra 
estaba compuesta por individuos entre 1 y 2 años de edad, y la edad media para la 
especie se establece entre 7 y 8 años (San Feliu, 1987). 
Respecto al desequilibrio de MED para ellocus SOD-2* reflejado en un ex-
ceso de heterocigotos, parece que podría explicarse por la peculiar historia del «stock» 
cultivado, en el sentido de que en los últimos años se ha practicado un modelo 
reproductor descontrolado, en el que participan unos pocos individuos altamente 
consanguíneos. De hecho, una posible'causa de la desviación sería la participación 
como reproductores de dos únicos tipos de parentales, uno de ellos heterocigótico 
(SOD-2*70 /100) Y otro homocigoto (SOD-2* 100 /100). 
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4.3.2. Variabilidad alozímica 
Al cuantificar la variabilidad genética mediante la proporción de loci poli-
mórficos (P) y la proporción media de individuos heterocigotos (Hm) se han obtenido 
unos valores para ATL1 de P=24%, Hm=4,9±2,7%, para ATL2 de P=10,4%, 
Hm=1,9±1 %, para CAN de P=6,9%, Hm=1,6±0,8% y para MED de P=4%, 
Hm=0,8±O,7%, basados en los respectivos loci analizados en cada muestra, algunos 
de los cuales no son compartidos por todas ellas. 
Smith y Fujio (1982), sugieren que cuando no se han podido comparar los 
mismos loci entre diferentes especies, para calcular los parámetros de variabilidad, 
estos datos hay que interpretarlos con cautela. De hecho la inclusión de un grupo 
determinado de enzimas puede afectar de manera considerable las estimas de 
variabilidad genética (Simon y Archie, 1985). Un ejemplo de lainfluenciadelnÚffiero 
de loci en la estima de la variabilidad nos lo ofrecen Somero y SouIé (1974) que al 
examinar 610ci en Corphaeinoides acrolepis encontraron un valor de Hm=O,ll, 
mientras que en un estudio posterior basado en 25 loci el valor de Hm fue muy 
inferior: 0,03 (Siebenaller, 1977). Estas variaciones respecto al tipo de genes 
considerados se deben a que algunos enzimas son intrínsecamente más variables que 
otros, según su función (Gillespie y Kojima, 1968; Johnson, 1974), su estructura 
cuaternaria (Zouros, 1975; Ward, 1977; Harris y cols., 1977) o el tamaño de sus 
subunidades (Koehn y Eanes, 1978). 
Resulta por lo tanto más conveniente comparar los niveles de variabilidad 
genética en diferentes poblaciones de una especi-e, a partir del mismo grupo de loci. 
Como en nuestro caso no se han estudiado todos los loci en todas las muestras, se ha 
optado por realizar un análisis comparando todas las muestras en base a los 1510ci 
compartidos, y otro en base a los 30 loci que comparten ATL2, CAN y MED, 
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excluyendo ATL1, que es la más restrictiva al haber analizado menor número de 
sistemas enzimáticos (Tabla 4.2). Para estas estimaciones nos hemos basado en los 
datos del Apéndice II y hemos tenido que excluir en algunos casos ciertos loci que 
habían demostrado ser variables. 
Tabla 4.2: Valores de Hm y P basados en 15 y 30 loci compartidos, respectivamente. 
ATL1 ATL2 CAN MED 
Hm(5) 0,069±O,036 0,042±O,028 0,030±O,022 0,040±O,033 
PU5l 0,333 0,200 0,133 0,200 
Hm(30l 0,029±O,016 0,030±O,015 0,020±O,017 
P(30l 0,133 0,133 0,100 
r=21 r=48 r=57 r=75 
Hm(rl 0,049±0,027 0,019±O,010 0,016±O,008 0,008±O,007 
P(rl 0,240 0,104 0,069 0,040 
Podemos observar en esta tabla un claro efecto del número de loci sobre los 
parámetros de variabilidad, de modo que cuanto mayor es el número de loci menores 
son estos parámetros. Ello nos confirma la necesidad de comparar las distintas 
muestras teniendo en cuenta sólo los loci compartidos por todas. De este modo se 
evi ta el efecto del tipo de enzima y del número de loci. Así, en nuestro caso no podemos 
estar seguros de si la ADH era también variable en CAN, o si XDH o MEP podrían 
ser variables en ATLl. Incluso con estas precauciones tenemos que ser cautos al 
comparar las muestras entre sí, pues A TL 1 ha sido analizada con poliacrilamida, que 
al ser más resolutiva puede discriminar mayor número de variantes alozímicas que 
el almidón. 
De los dos niveles establecidos, lógicamente el basado en 30 loci es más 
significativo que el basado en 15. Este último origina una inversión de los valores de 
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Hm en CAN frente a los de MED en relación a los obtenidos sobre 30 loci, pero sin 
embargo mantiene la superioridad de ATL1 frente a todos los demás. 
Los valores de Hm sobre la muestra de 30 loci se nivelan para ATL2 y CAN 
y colocan a MED en última posición con valores más bajos. Estas tendencias 
insinuadas en el análisis de loci comunes se confirman con los valores de Hm(rJ' cuya 
representatividad hay además que argumentarla con el número de individuos 
analizados y la metodología empleada. El llamativo valor de Hm de MED frente a los 
demás será abordado desde la perspectiva de una población cultivada. 
ATL1, ATL2 y CAN proceden del medio natural, por lo que sus valores de 
heterocigosidad deberán supuestamente reflejar la variabilidad que existe en 
poblaciones naturales de esta especie. No obstante, CAN no parece que reúna las 
condiciones ideales para representar la variabilidad de una población natural ya que 
fue transplantada a un centro de cultivo muy alejado de su ambiente natural, por lo 
que pueden haberse producido efectos de selección o de cuello de botella que habrían 
desfigurado su estructura genética original, además de los posibles efectos de deriva 
producidos por el relativamente pequeño tamaño de la muestra analizada. 
Las áreas de origen de A TL 1 y ATL2 están muy cercanas geográficamente y 
sus respectivos hábitats son muy similares ya que fueron capturadas en la desem-
bocadura de sendos ríos (Figura 2.2), hechos que añadidos al carácter adaptativo de 
los niveles de variabilidad en las poblaciones, nos lleva a sugerir que sus valores 
reales de heterocigosidad deben ser similares, si bien es difícil inclinarse por una u 
otra opción. La muestra ATL 1 fue la única analizada completamente en poliacrilamida, 
sistema mucho más resolutivo que el almidón para diferenciar variantes electrofo-
réticas, pero por otro lado el número de loci analizados (21) es menos representativo 
que el de ATL2 (48), con lo que los valores de Hm de ATL1 pueden estar sesgados 
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hacia arriba. En cualquier caso, los valores de ambas muestras se solapan en sus 
desviaciones. 
Los únicos datos de variabilidad alozímica de esta especie proceden de 
Cervelli (1985), quien en base a 3410ci de una población cultivada en Italia obtiene 
unos valores de variabilidad de P=5,9% y Hm=1,4% muy próximos a nuestras 
estimaciones para ATL2 y CAN cuando nos basamos en todos los loci analizados, pero 
muy inferiores a las estimas con los 30 loci compartidos en nuestras tres poblaciones. 
En todo caso no describe la historia de la población, con lo cual no podemos 
interpretar estos valores como extrapolables a una población natural. 
En otras especies de Teleósteos los valores de variabilidad genética mues-
tran un amplio rango de variación, existiendo tanto especies marinas como de agua 
dulce con valores de P y Hm igual a cero, como en Liparis tanakai y Lophius litulor 
(Fujio y Kato, 1979). Valores muy altos de Hm= 18% se han descrito en Fundulus 
heteroclitus (Mitton y Koehn, 1975) y de P=63,6% en Platichthys stellatus (Fujio y 
Kato, 1979). Este gran rango de variación no sólo es posible encontrarlo entre 
especies distintas, sino también entre poblaciones de una misma especie. Así, en 7 
poblaciones de Esox lucius Healy y Mulcahy (1980) encontraron valores de P entre 
0,00 y 10%, y de Hm entre 0,00 y 7,7%. En 10 poblaciones de Salvelinus alpinus 
estudiadas por Anderson y cals. (1983) los valores de P y Hm variaron entre 0.00 y 
2,2% y 5,4%, respectivamente. Sakaizumi (1986) estudiando 21 poblaciones de 
Oryzias latipes detectó en 2 de ellas una Hm=O,OO, frente a un valor máximo en otra 
de Hm=11,9%. En Salmo trutta Stephen y McAndrew (1990) encontraron un rango 
de variación de P para poblaciones escocesas que oscilaba entre 0,00 y 38,2%, yde Hm 
entre 0,00 y 8,9%. Estas últimas observaciones son suficientemente sugestivas de la 
dificultad que supone asignar valores de variabilidad media para una especie, por lo 
que siempre se debe concretar a poblaciones específicas. 
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Los valores medios de Hm estimados sobre una muestra de 31 especies de 
Teleósteos son de 5,8% (Powell, 1975), y de 5,1% en otra muestra de 51 especies 
(Nevo, 1978). Para Teleósteos marinos, Smithy Fujio (1982) calculan un valor medio 
de Hm de 5,5% sobre una muestra de 106 especies, y de 6% sobre otra de 89 especies, 
y en las que además excluyen las proteínas estructurales. 
Dentro de Perciformes, Orden al que pertenece la lubina, no se han encon-
trado valores de variabilidad de 0,00, pero sí muy próximos, aunque el rango de 
variación es también muy amplio, encontrándonos valores de Hm=0,2% en 
Cymatogasteraggregata,Embiotocidae(JohnsonyUtter, 1976) hasta Hm=11,9%en 
Pagrus major, Sparidae (Taniguchi y Sugama, 1990). En otro estudio que recogen 
valores de 17 especies de Perciformes, los valores de Hm son de 5,4% (Smith y Fujio, 
1982). 
Estos datos apuntan que nuestros valores de Hm en las 4 muestras están 
dentro del rango de variación para peces marinos en general y Perciformes en 
particular, pero que en cualquier caso están situados por debajo de la media. 
Puesto que la variabilidad genética de las poblaciones puede ser un rasgo 
adaptativo, se han postulado diferentes modelos que tratan de justificar distintas 
situaciones, pero que de ningún modo pueden generalizarse a otras (Hedrlck y colso, 
1976; Nevo, 1978; Nelson y Hedgecock, 1980). Ello es fácilmente admisible si 
asumimos que no puede existir una única explicación causativa, sino numerosas, 
como consecuencia de la compleja y dinámica interacción entre las especies y su 
entorno. Por lo tanto, las estimaciones de variabilidad de una especie o población hay 
que interpretarlas en el contexto de su ecología e historia evolutiva. 
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En este sentido, Smith y Fujio (982) en un trabajo de recopilación de 
variación genética en Teleósteos marinos que incluye 106 especies tratan de 
relacionar los valores de Hm con distintos aspectos de su biología como hábitat, rango 
de profundidad, tipo de huevos, número de mares y tallas, no llegando a correlaciones 
claras de la variabilidad con ninguno de estos parámetros, salvo con el carácter 
«generalista» O «especialista» de las especies en relación a su hábitat, encontrando 
valores altos de Hm asociados a especies que tienen un rango estrecho de hábitats, 
lo cual les conferiría una mayor capacidad de «sintonizar» con el ambiente, para 
adaptarse a los diversos microhábitats. 
El perfil de la 1 ubina y de los Perciformes en general, se puede asimilar, según 
estos autores, al tipo generalista, por lo que los bajos valores de variabilidad 
detectados en esta especie se ajustarían en principio a este modelo. 
Volviendo a la situación especial que presentan los valores de Hm de MED, 
antes de especular sobre su origen debemos tener en cuenta la historia de esta 
población y hacer algunas consideraciones sobre el sistema de reproducción seguido 
en cautividad. Éste se basa en general en la puesta natural, para lo que se colocan 
de 2 a 3 hembras con 4 o 5 machos en el mismo estanque, donde se recogen los huevos 
fecundados que flotan por decantación. Esta operación se repite durante varias 
semanas renovando los individuos del estanque. Dado que cada hembra pone todos 
sus huevos en pocas horas, y que el número de éstos es muy elevado, generalmente 
todos los huevos recogidos en un día suelen pertenecer a una única hembra. Por otro 
lado, con pocas puestas se satisfacen las necesidades de producción aun a pesar de 
la alta mortalidad ocurrida en las primeras fases larvarias. Todo este sistema 
propicia un tamaño efectivo de la población muy pequeño, por lo que parece bastante 
evidente un marcado efecto de deriva genética sobre esta población. 
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Desde el punto de vista teórico, hay tres tipos de efectos causados por deriva 
genética que se pueden detectar mediante análisis isozímico. 
El primero de ellos es una reducción en la proporción de loci polimórficos. Los 
cambios al azar en la frecuencia génica causados por deriva pueden resultar en la 
fijación de un alelo por locus, con lo que la variación genética para ese 10cus se pierde 
completamente. Para nuestro caso y comparando los parámetros de MED con los de 
ATL2 y CAN podemos constatar la reducción de P desde 13,3% a 10%, lo que indica 
que algunos alelos se han fijado, como podría ser el caso deADH* 100 y MEP-1* 100. 
Una segunda indicación de la deriva genética es la reducción en el número 
de alelo s por locus. Cuando la frecuencia de un alelo se hace cero, ese alelo se pierde, 
y aunque haya más alelos y el locus se mantenga polimórfico se pierde variación 
genética. Una reducción en el número de alelos por locus puede tener una trascendencia 
especial en los «stocks» cultivados, ya que hay caracteres deseables, como resistencia 
a enfermedades, que son debidos a muchos alelos. Para nuestro caso y comparando 
MED con ATL2, que tomamos como referencia por haberse mostrado genéticamente 
muy próxima a ella como veremos más adelante, podemos observar esta reducción 
enlapérdidadelosalelosADH*80,ADH*120,MEP-1*63,MEP-1*137ySOD-2*130 
(Tabla 3.10). 
La tercera indicación de deriva genética es una reducción en la heterocigo-
sidad media, Hm, que a su vez representa una estima del coeficiente de consanguinidad 
(F), relativo a la población original (H'm): 
F=(H'm-Hm}/H'm 
Para nuestro caso y comparando Hm de MED con ATL2, por las razones 
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antes apuntadas, observamos una reducción del 31%, o lo que es lo mismo, un valor 
de F=0,31. 
Sin embargo cuando se considera un locus aislado, puede que el efecto 
errático de la deriva produzca el efecto contrario, es decir un incremento de la de la 
frecuencia de heterocigotos en ese locus. Este efecto se puede observar en MED para 
ellocus SOD-2*. 
El conjunto de los datos anteriores corrobora un efecto de deriva tipo 
«fundador» muy notable, debido a un número efectivo muy bajo y a una renovación 
del «stock>} reproductor básicamente a partir de individuos de la propia producción. 
Ello ha originado que en pocas generaciones se hayan alcanzado unos niveles de 
erosión genética muy elevados, con efectos negativos sobre las características de 
producción, aspecto que hemos constatado pero no analizado. 
Este efecto está bien documentado en «stocks» cultivados de especies del 
género Salmo (Aulstad y cols., 1972; Kincaid, 1976a, 1976b; Leary y cols., 1985a) y 
afectan a rasgos tan importantes como la supervivencia de huevos y larvas. tasa de 
crecimiento, eficiencia de conversión de alimentos, forma del cuerpo y resistencia a 
enfermedades. Gjedrem (1976) estimó una depresión en la tasa de crecimiento del 5-
10% por cada aumento del 10% de consanguinidad en la trucha arco iris, lo que 
supondría simplemente una pérdida de variabilidad del 10%. En poblaciones 
cultivadas de salmónidos, se han detectado reducciones de la heterocigosis ya en la 
primera generación de criadero (Verspoor, 1988). 
Las causas más frecuentes aducidas como responsables del efecto de deriva 
en los casos mencionados son: a) fun~ar el stock de reproducción con muy pocos 
individuos, b) elegir un número desigual de machos que de hembras, o c) seleccionar 
unos pocos individuos en base a su capacidad reproductora, como en el caso de 
salmónidos. 
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4.3.3. Diferenciación interpoblacional 
El significado de la variación geográfica de las frecuencias génicas de cada 
locus se ha determinado mediante una prueba de chi-cuadrado de heterogeneidad 
(Tabla 3.11) habiendo obtenido valores significativos para ellocus DIA-2* de ATLl 
y MEP-l* en ATL2. Esta situación que discrimina ambas muestras entre sí ya su 
vez frente a las demás, requiere para su interpretación tratar los dos niveles de 
heterogeneidad por separado. Ambas muestras ATL 1 Y ATL2 proceden de poblaciones 
de características biogeográficas muy similares (Figura 2.2), por lo que nos inclinamos 
a argumentar las diferencias entre ellas por motivos metodológicos: ATLl ha sido 
analizada con un método más resolutivo que ATL2 y por otro lado MEP-l* no pudo 
ser analizado en ATLl. 
Este análisis pone también de manifiesto que existen diferencias significa-
tivas para los loci de CAN (AAT-3*, MEP-2*, LDH-l*, LDH-2*, SOD-2* y XDH-2*) 
frente a los de las restantes muestras, lo cual es claramente indicativo de que CAN 
parece estar reproductivamente aislada de las otras 3 poblaciones, al no compartir 
loci polimórficos comunes (Tabla 3.11). De todas formas esta heterogeneidad no ha 
sido tan acentuada como para permitir la fijación de alelos alternativos de un mismo 
locus en las respectivas poblaciones, en cuyo caso sí podrían ser empleados como 
«marcadores» de poblaciones específicas. 
En la única referencia disponible sobre variación alélica geográfica de la 
lubina, Cervelli (1985) analiza una población local, supuestamente cultivada, de un 
criadero de la laguna de Venecia y encuentra que de 34loci analizados sólo PGM-2* 
y SOD* presentan polimorfismo, de los cuales este último probablemente coincida 
con nuestra SOD-2*, que se ha mostrado variable en 3 de las 4 poblaciones analiza-
das. En cualquier caso, los datos disponibles no permiten discernir si las variantes 
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alélicas serían las mismas o distintas. A pesar de las evidentes limitaciones de un 
intento de comparar nuestras poblaciones con la italiana, resulta muy sugerente 
especular que las muestras atlánticas y mediterráneas estarían genéticamente más 
próximas de la italiana que de la cantábrica, a pesar de que Venecia está 
geográficamente más alejada de ATL1, ATL2 y MED que éstas de CAN. Por ello, 
sería muy interesante obtener nuevas muestras de estas localidades y otras inter-
medias para determinar las razones de esta estructura genética tan particular y el 
grado real de diferenciación. 
El grado de divergencia genética detectado mediante la heterogeneidad en 
las frecuencias alélicas entre las distintas poblaciones analizadas, se vio reforzado 
al medir la diferenciación genética de las poblaciones a través de los índices 1 y D 
(Tablas 3.12 y 3.13). Los resultados obtenidos tanto cuando el cálculo se basa en 15 
loci compartidos por las 4 muestras, como cuando se basa en 30 loci que comparten 
ATL2, CAN y MED, mantienen las mismas interrelaciones. A partir de las estimas 
de D se han elaborado los correspondientes dendrogramas, en los que se expresan 
gráficamente las relaciones entre las diferentes áreas geográficas. Así, encontramos 
que la mayor identidad (1(15)=0,9965, 1(30)=0,9977) y menor distancia (D(15)=0,0035, 
D(30)=0,0023) se establece entre ATL2 y MED, indicando que ambas están poco 
alejadas genéticamente, lo que permite inferir el posible origen de MED a partir de 
una población natural similar a ATL2. ATL1 y ATL2 0(15)=0,9958, D(l5)=0,0042) 
también están muy próximas y las pequeñas distancias detectadas entre ellas, es 
muy posible que se puedan explicar por las distintas metodologías con que fueron 
analizadas. Dada la proximidad geográfica entre ambas (Figura 2.2) probablemente 
la identidad real sea mucho mayor de la reflejada en nuestro estudio. La muestra que 
presenta una relación más distante de las demás es CAN, con valores de D 
significativamente altos respecto a los demás. 
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Cuando se representan gráficamente las distancias en forma de dendrograma 
(Figuras 3.107 y 3.108), podemos observar que no hay un paralelismo total entre 
distancias genéticas y geográficas, en el sentido que las poblaciones más cercanas 
(ATL1 y ATL2) no tienen los valores más bajos de D y, por tanto, no se agrupan antes 
en el dendrograma, anomalía aparente que ya hemos tratado de justificar. Sin 
embargo, sí se respeta el paralelismo para el caso de CAN en la que coinciden la 
mayor distancia genética y geográfica a las otras poblaciones. Esta mayor diferen-
ciación de la población CAN podría deberse inicialmente a factores selectivos que 
operen sobre ella, a alteraciones del tamaño de las poblaciones (se analizaron s6lo 20 
individuos) o a una reducción del flujo genético entre el Cantábrico y el Atlántico. 
Nuestros valores obtenidos de distancias e identidades genéticas entre las 
distintas muestras caen dentro del rango encontrado en otras poblaciones de otras 
especies marinas. ASÍ, Anderson y cols. (1981) estudiando 3 poblaciones de Clupea 
harengus harengus calculan unas distancias entre 0,001 y 0,003, algo inferiores a las 
nuestras. Kornfield y cols. (1982) estudian 13 loci de 7 poblaciones de esta misma 
especie y encuentran que 1=0,994 y D=0,006. Para amplificar esas diferencias 
recalculan las distancias en base a 4 loci polimórficos compartidos entre todas las 
poblaciones, llegando a la conclusión de que existe una única población dentro del 
área geográfica estudiada. 
En poblaciones de Merluccius capensis y M. paradoxus Grant y cols. (1987 a) 
detectan también niveles muy bajos de divergencia no significativas de cero, con 
distancias medias respectivas de 0,00006 y 0,00007. Por otro lado, Grant y cols. 
(1987b) al analizar dos grupos geográficos de poblaciones de Gadus macrocephalus 
del Pacífico americano y asiático, encuentran distancias medias dentro de cada 
grupo de 0,0007 y 0,0041 respectivamente, mientras que la distancia entre ambos 
grupos es de 0,025, por lo que concluyen que estos dos grupos son genéticamente 
distintos, sin existir apenas divergencia dentro de cada uno por separado. 
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En Engraulis capensis Grant (1985) al estudiar 31 localidades diferentes 
detecta muy poca divergencia genética, que oscila entre 0,0002 y 0,0004. En Clupea 
pallasi Grant y Utter (1984) estudian 21 muestras de dos áreas geográficas diferen-
tes dentro del Océano Pacífico y consiguen discriminar dos razas en base a la 
distancia entre muestras de estas dos áreas (D=O,039), mientras que la distancia 
entre poblaciones dentro de cada área es de 0,0009. 
En 27 poblaciones de Sebastes alutus Seeb y Gunderson (1988) encuentran 
que las diferencias genéticas no son suficientes (D entre 0,0001 y 0,0065) como para 
pensar que las muestras pertenezcan a más de una población. En especies de la 
familia Sparidae, la situación es similar a las antes mencionadas. ASÍ, en 
Acanthopagrus schlegeli, Sugama y cols. (1989) estudiaron 6 poblaciones yencuen-
tran un rango de variación para D entre 0,00045 y 0,00414, lo que indica que la 
diferenciación genética entre ellas es muy pequeña. Estos resultados coinciden con 
los de Sumantadinata y Taniguchi (1982), quienes estudiaron 3 poblaciones de la 
misma especie, con valores de D entre 0,0012 y 0,0018. En 11 poblaciones dePagrus 
major, Taniguchi y Sugama (1990) encuentran valores de D que varían entre 
0,000611 y ~,003983, con las que detectan una cierta divergencia entre las poblacio-
nes. 
Estos datos confirman que las especies marinas con alta movilidad presen-
tan en general valores de divergencia relativamente bajos, al no existir barreras que 
impidan el flujo genético (Grant y cols., 1987b). Al comparar los valores de D de 
poblaciones de especies marinas con poblaciones de agua dulce en principio se 
esperaría que la diferenciación sea mayor en estas últimas que en las primeras 
debido a barreras geográficas entre poblaciones que limitan el flujo genético (Ryman, 
1983; Vrijenhoek y cols., 1985). De hecho estas situaciones posibilitan un rango de 
diferenciación mucho más amplio en especies de agua dulce, que llegan a alcanzar 
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valores de D nunca descritos en especies marinas. Un reciente trabajo de Karakousis 
y Triantaphyllidis (1990) ilustra esta situación al estimar valores de D entre 
poblaciones de Salmo trutta, procedentes de otros tantos ríos griegos que oscilan 
entre 0,1 y 0,01. 
Las pautas de diferenciación sugeridas por el dendrograma indican tam-
bién que el área muestreada es heterogénea, pudiéndose perfilar subdivisiones o 
unidades poblacionales para la lubina, una que agruparía a ATL1, ATL2 Y MED y 
que a su vez podría ser un mosaico de «stocks» o subpoblaciones (ATL1?, ATL2 Y 
MED), Y otra que incluiría a CAN. El proponer una explicación que justifique esta 
estructura poblacional requiere relacionar entre sí los factores evolutivos con los 
índices genéticos y biogeográficos de esta especie, y éstos a su vez con los parámetros 
históricos de las áreas muestreadas. 
Los trabajos que determinan distancias genéticas de distintos grupos de 
especies piscícolas sobre todo marinas, referidas en un apartado anterior, indican 
que el grado de diferenciación interpoblacional detectada por marcadores isozímicos 
dependería básicamente del flujo genético entre poblaciones en ausencia de factores 
selectivos cuyo efecto sería negligible bajo una concepción neutralista de estos 
marcadores. 
Los movimientos pasivos de la lubina estarían propiciados por el arrastre 
de los huevos que forman parte del plancton por las corrientes marinas. Datos 
disponibles sobre circulación marina (Collier, 1970) indican por un lado que el 
Mediterráneo recibe una entrada de agua superficial atlántica a través del Estrecho 
de Gibraltar y que este flujo es unidireccion~l y, por otro, que no parece existir 
circulación procedente del Cantábrico hacia el Atlántico Sur. Este tipo de movimien-
tos podrían apoyar inicialmente la gran diferenciación de CAN frente a las otras tres 
poblaciones, ya su vez la similitud existente entre ATL2 y MED. 
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Respecto a los movimientos activos de la lubina los únicos datos al respecto 
proceden de experimentos de marcaje. Holden y William (1974) a partir de los 
individuos recapturados de poblaciones inglesas, dedujeron que había muy poco 
intercambio de especímenes entre el sur de Inglaterra y la costa francesa. De igual 
manera, Kennedy y Fitzmaurice (1972) concluyeron con técnicas de marcaje, que los 
movimientos de la lubina se restringían a la costa irlandesa, no detectando movi-
mientos entre las costas británicas e irlandesas. Ambos tipos de estudios se llevaron 
a cabo en poblaciones insulares y demostraron una distribución costera, no eviden-
ciando nunca que los peces cruzaran las relativamente cortas distancias entre 
Irlanda y Bretaña o entre Inglaterra y Francia. Así pues, éste no parece ser el motivo 
para el aislamiento de CAN, que aunque está bien aislado geográficamente por 
distancia de las otras poblaciones, hay una línea continua de costa sobre la que la 
especie se distribuye, y que sería capaz de cubrir teniendo en cuenta las grandes 
distancias que estos peces pueden llegar a recorrer: 129 Km en 81 días (Holden y 
Williams, 1974). 
De todos modos nuestros resultados no apoyarían la migración de las 
poblaciones de puesta a todo lo largo de la costa atlántica peninsular. N o parece pues 
que los movimientos migratorios puedan justificar por sí solos la gran divergencia de 
CAN, sino que hemos de acudir a aspectos de su biología que pueden restringir el flujo 
genético entre poblaciones. Aunque no existe evidencia definitiva, sí existen sospe-
chas fundadas de un peculiar comportamiento reproductivo en esta especie, consistente 
en la vuelta repetida de los adultos a poner en un mismo lugar (San Feliu, 1987), que 
no necesariamente tiene que ser el de nacimiento (<<Natal homing»), como el que se 
ha evidenciado en numerosas especies como salmónidos y más concretamente en una 
de la misma familia que la 1 ubina: la lubina americana Morone chrysops (Horral, 1981). 
Tal comportamiento favorecería la diferenciación de subpoblaciones a través de la 
disminución del flujo genético. 
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Toda esta información reunida nos aporta una visión muy parcial de los 
recursos genéticos de la lubina y de su organización genética espacial en el área 
muestreada, por 10 que sería muy sugerente ampliar el estudio con muestras 
intermedias a éstas y otras más alejadas geográficamente de las estudiadas en 
nuestro litoral y obtener así un mapa que represente el potencial genético de la 
lubina. 
Puesto que el mayor interés de esta especie reside en su explotación en 
cultivo y éste se encuentra en una etapa inicial en nuestro país, sería sumamente 
interesante conocer el grado de diversidad genética existente entre y dentro de 
poblaciones naturales de lubina para así planificar la fundación de «stocks» cultiva-
dos, bien con individuos de un único «stock» (cuando la mayor variabilidad genética 
sea intrapoblacional) o tomando individuos de «stocks» distintos (cuando la mayor 
proporción de variabilidad sea interpoblacional). La manipulación subsiguiente de 
estos stocks cultivados habría que planificarla en función de su estructura para 
proteger en lo posible el potencial genético inicial y evitar así efectos de erosión 
genética. 
De todas formas somos conscientes de que un programa de cultivo que tenga 
pleno éxito no puede únicamente basarse en información obtenida de loci electrofo· 
réticos, sino que también es necesario describir la variabilidad genética asociada a 
caracteres de interés en productividad. 
4.4. TABLAS DE DISCUSIÓN 
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Tabla 4.1: Loci detectados en cada una de las muestras para cada sistema 
enzimático analizado. El número entre paréntesis debajo de cada muestra 
indica el número medio de individuos analizados. 
ATLl ATL2 CAN MED 
Sistemas Enzimáticos (63) (96) (20) (lOO) 
AH 3 3 
AK 2 2 
ADA 1 1 
ADH 1 1 1 
AMY 1 
AAT 3 3 3 3 
CAT 2 2 
CK 2 2 
DIA 2 2 2 2 
PEPA 3 3 
ENDOP 3 4 
MEP 2 3 3 
EST 6 5 4 4 
ACP 3 3 
PGM 2 3 3 
PGDH 1 2 2 
FBALD 3 
FH 2 2 
GLYDH 1 
G3PDH 2 2 2 
G6PDH 2 2 
GPI 2 2 2 
GLUDH 1 1 1 
HK 1 2 2 
IDDH 3 1 2 
IDHP 2 2 2 
LDH 3 3 3 3 
LAP 2 
MDH 3 4 2 4 
MPI 2 2 
PNP 2 
SUCDH 4 3 
SOD 3 2 1 2 
XDH 1 3 3 
TOTAL 21 48 57 75 
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Con el objeto de estudiar los recursos genéticos de la lubina para ser aplicados 
en acuicultura, se ha optimizado la técnica de electroforesis para este material y se 
han analizado cuatro muestras de nuestro litoral, tres de origen natural y una 
cultivada, habiéndose analizado 2110ci en ATL1, 48 en ATL2, 57 en CAN y 75 en 
MED. De los resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
1. Después de experimentar distintos procedimientos de electroforesis, se 
obtienen protocolos de alta resolución y reproductibilidad que permiten 
caracterizar 34 sistemas enzimáticos y discriminar aproximadamente 
7510ci. 
2. El nÚInerode loci estimado para cada sistema, coincide en algunos casos 
con los valores modales dados para otras especies diploides de peces, si 
bien en la mayoría son superiores. 
3. De todos los loci analizados 11 presentan un grado variable de polimor-
fismo. Los niveles de variabilidad alozímica se encuentran dentro del 
rango de poblaciones naturales de otras especies de Perciformes marinos 
siendo la heterocigosidad media para ATL1 0,049, para ATL2 0,019 Y 
para CAN 0,016. 
4. La observación de una disminución significativa de la variación gené-
tica en MED (Heterocigosidad media 0,008), comparada con las de 
origen natural ATL1, ATL2 Y CAN indica que los procedimientos 
actuales de cultivo se pueden asociar con una erosión genética. 
5. Todas las poblaciones muestran para todos los loci frecuencias genotí-
picas en equilibrio, salvo ATL1 que muestra un déficit de heterocigotos 
paraADH* y AAT-l* Y MED exceso de heterocigotos para SOD-2*. 
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6. Los valores de distancia genética de Nei entre poblaciones, presentan 
un rango entre 0,0035 y 0,0122, que se encuadran en el de poblaciones 
locales de otras especies de peces marinos. Su expresión mediante el 
dendrograma permite distinguir dos tipos de poblaciones, una que 
incluye a ATL1, ATL2 y MED y otra a CAN. 
7. La gran diferenciación de CAN respecto a las demás sugiere que esta 
población está aislada reproductivamente por no compartir los alelos de 
los loci polimórficos con ellas. 
8. Esta información, aunque sólo permite acceder a una visión parcial de 
los recursos genéticos de la lubina en nuestro litoral, es suficiente para 
sugerir la existencia de distintos «stocks» genéticos, que deben ser 
seleccionados según su grado de variabilidad para la fundación o 
reposición de poblaciones cultivadas. 
6. APÉNDICES 

6.1. APÉNDICE 1 
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Genotipo de cada uno de los individuos analizados de la muestra ATLl para cada 
locus variable. 
ATLl ADH* AAT-l* AAT-3* DIA-2* LDH-l* SOD-l* 
1 lOO/lOO 1001100 941100 83/100 lOO/lOO 70/100 
2 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 831100 lOO/lOO lOO/lOO 
3 lOO/lOO lOO/lOO 94194 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
4 lOO/lOO lOO/lOO 941100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
5 1001100 lOO/lOO 1001107 lOO/lOO 1001100 701100 
6 lOO/lOO lOO/lOO 941100 831100 lOO/lOO lOO/lOO 
7 lOO/lOO lOO/lOO 941100 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
8 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/83 lOO/lOO lOO/lOO 
9 1001100 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
10 lOO/lOO lOO/lOO 941100 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
11 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO 1001100 
12 lOO/lOO 1001100 941100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
13 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
14 lOO/lOO 1001100 94194 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
15 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
16 lOO/lOO lOO/lOO 94194 83/83 lOO/lOO 1001100 
17 lOO/lOO 1001100 941100 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
18 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 70170 
19 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 1001100 lOO/lOO 701100 
20 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
21 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
22 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
23 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 1001100 lOO/lOO 
24 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
25 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
26 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
27 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 1001100 lOO/lOO 
28 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
29 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 83/100 1001100 lOO/lOO 
30 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
31 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/83 lOO/lOO lOO/lOO 
32 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
33 lOO/lOO lOO/lOO 941100 83/100 lOO/lOO 70170 
34 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 701100 
35 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 70/100 
36 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
37 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 831100 1001100 lOO/lOO 
38 80/80 lOO/lOO 100/lQO 83/100 1001100 lOO/lOO 
39 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 
40 lOO/lOO 1001100 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 
41 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
42 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
43 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
44 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 1001100 lOO/lOO 
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ATL1 ADH* AAT-l* AAT-3* DIA-2* LDH-l* SOD-l* 
45 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
46 lOO/lOO lOO/lOO 94/94 83/83 lOO/lOO 70/100 
47 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
48 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
49 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO 70/100 
50 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
51 lOO/lOO lOO/lOO 94/94 83/100 lOO/lOO 70/100 
52 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
53 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
54 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
55 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
56 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 83/100 lOO/lOO 70170 
57 lOO/lOO lOO/lOO 941100 lOO/lOO lOO/lOO 100/130 
58 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 100/100 100/100 100/100 
59 100/100 lOO/lOO 94/100 100/100 100/100 lOO/lOO 
60 100/100 100/100 94/100 83/100 100/100 70/100 
61 100/100 100/100 100/100 83/100 100/100 70/100 
62 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 100/167 lOO/lOO 
63 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
64 1001100 lOO/lOO 94/100 83/83 lOO/lOO 1001100 
65 80/80 lOO/lOO lOO/lOO 83/100 100/100 70/100 
66 lOO/lOO 100/100 100/100 100/100 lOO/lOO 100/100 
67 100/100 100/100 94/100 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
68 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/83 1001100 lOO/lOO 
69 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 100/100 lOO/lOO 70/100 
70 lOO/lOO lOO/lOO 100/100 100/100 100/100 100/130 
71 100/100 100/100 94/100 lOO/lOO 100/100 100/100 
72 lOO/lOO 140/140 100/107 100/100 lOO/lOO 70/70 
73 100/100 100/100 100/100 83/100 100/100 100/130 
74 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
75 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO 70/100 
76 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 lOO/lOO 100/130 
77 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 
78 100/100 100/100 94/100 100/100 100/100 70170 
79 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83/100 100/100 100/100 
80 100/100 lOO/lOO 94/100 83/100 lOO/lOO lOO/lOO 
81 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 100/100 100/100 
82 lOO/lOO 100/100 lOO/lOO 83/100 100/100 100/100 
83 100/100 100/100 lOO/lOO 83/100 100/100 70/100 
84 lOO/lOO 100/100 1001100 lOO/lOO 100/100 100/100 
85 lOO/lOO 100/100 94/100 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
86 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
87 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 83/100 lOO/lOO 70/100 
88 lOO/lOO lOO/lOO 94/94 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
89 lOO/lOO lOO/lOO 94/100 lOO/lOO 100/100 lOO/lOO 
90 100/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
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Genotipo de cada uno de los individuos analizados de la muestra ATL2 para cada 
locus variable. 
ATL2 ADH* AAT-3* MEP-l* EST-2* SOD--2* 
1 100/100 100/100 1001100 100/100 100/100 
2 1001100 94/100 100/100 100/100 701100 
3 100/100 1001100 63/100 801100 100/100 
4 100/100 94/100 100/100 100/100 1001100 
5 1001100 1001100 100/137 100/100 1001100 
6 100/100 1001100 100/100 100/100 1001100 
7 100/100 1001100 1001100 1001100 1001100 
8 100/100 94/100 N.A. 1001100 701100 
9 100/100 94/94 100/100 1001100 100/100 
10 100/100 94/100 63/100 100/100 701100 
n 100/100 1001100 63/63 1001100 70/100 
12 100/100 1001100 1001137 100/100 100/100 
13 1001100 1001100 100/100 100/100 100/100 
14 100/100 94/100 1001100 1001100 70170 
15 100/100 1001100 100/100 100/100 1001100 
16 1001100 1001100 100/100 lOO/lOO 100/100 
17 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70170 
18 lOO/lOO 94/100 N.A. 1001100 1001100 
19 1001100 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
20 lOO/lOO 94/100 1001137 80/100 100/100 
21 1001100 94/100 100/100 1001100 1001100 
22 1001100 94/100 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
23 1001100 lOO/lOO 631100 lOO/lOO 70/100 
24 1001100 lOO/lOO N.A. 1001100 70/100 
25 lOO/lOO 100/100 100/100 1001100 70/100 
26 lOO/lOO lOO/lOO 1001137 lOO/lOO 1001100 
27 lOO/lOO 94/100 100/100 lOO/lOO 1001100 
28 lOO/lOO 94/94 1001100 100/100 70/100 
29 lOO/lOO 94/100 100/100 1001100 1001100 
30 1001100 100/100 1001100 lOO/lOO 1001100 
31 1001100 lOO/lOO 63/100 1001100 70/100 
32 1001100 lOO/lOO 1001100 1001100 701100 
33 1001100 94/100 100/100 1001100 70/100 
34 lOO/lOO 94/100 1001100 1001100 1001100 
35 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
36 lOO/lOO 100/100 1001100 1001100 701100 
37 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
38 80/80 100/100 N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
39 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
40 1001100 lOO/lOO 63/100 1001100 lOO/lOO 
41 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
42 1001100 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 1001100 
43 100/100 94/100 lOO/lOO 100/100 lOO/lOO 
44 1001100 lOO/lOO 631100 lOO/lOO 70/100 
45 801100 lOO/lOO 63/63 100/100 701100 
46 1001100 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 
47 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 701100 
48 1001100 100/100 100/100 1001100 1001100 
49 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 
50 1001100 94/94 100/137 lOO/lOO 70170 
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ATL2 ADH* AAT-3* MEP-l* EST-2* SOD-2* 
51 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 70/100 
52 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
53 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
54 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
55 lOO/lOO lOO/lOO 100/137 lOO/lOO 70/100 
56 80/100 94/100 63/100 lOO/lOO lOO/lOO 
57 100/120 lOO/lOO 137/137 1001100 lOO/lOO 
58 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
59 lOO/lOO lOO/lOO N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
60 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
61 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
62 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
63 lOO/lOO 94/100 63/100 lOO/lOO 70/100 
64 lOO/lOO 94/100 63/100 lOO/lOO lOO/lOO 
65 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
66 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
67 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
68 lOO/lOO lOO/lOO 100/137 1001100 lOO/lOO 
69 lOO/lOO 94/100 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
70 lOO/lOO 94/94 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
71 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
72 lOO/lOO 94/100 N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
73 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
74 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
75 lOO/lOO 94/100 N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
76 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
77 lOO/lOO lOO/lOO 100/137 lOO/lOO lOO/lOO 
78 1001100 94/100 137/137 lOO/lOO lOO/lOO 
79 1001100 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
80 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
81 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
82 lOO/lOO lOO/lOO 63/100 lOO/lOO lOO/lOO 
83 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
84 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
85 lOO/lOO 94/100 N.A. lOO/lOO 100/130 
86 lOO/lOO 94/94 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
87 1001100 94/100 N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
88 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
89 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
90 1001100 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
91 1001100 lOO/lOO N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
92 lOO/lOO lOO/lOO 100/100 lOO/lOO 70/100 
93 100/100 lOO/lOO 63/100 lOO/lOO 100/100 
94 1001100 lOO/lOO N.A. lOO/lOO lOO/lOO 
95 lOO/lOO 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
96 100/100 100/100 100/100 lOO/lOO 70/100 
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Genotipo de cada uno de los individuos analizados de la muestra CAN para cada locus 
variable. 
CAN 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
MEP-2* 
1001100 
100/170 
lOO/lOO 
1001100 
lOO/lOO 
1001100 
1001100 
1001100 
1001100 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
1001170 
lOO/lOO 
100/170 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
1001100 
lOO/lOO 
LDH-l* 
1001100 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
100/350 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
100/350 
lOO/lOO 
100/350 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
LDH-2* 
lOO/lOO 
1001100 
1001100 
lOO/lOO 
100/170 
lOO/lOO 
1001170 
100/170 
lOO/lOO 
1001100 
100/170 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
100/170 
1001100 
100/170 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
XDH-2* 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
73/73 
73/100 
73/73 
73/73 
731100 
731100 
73/73 
73/100 
lOO/lOO 
731100 
73/73 
731100 
73/73 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
lOO/lOO 
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Genotipo de cada uno de los individuos analizados de la muestra MED para cada 
locus variable. 
MED AAT-,3* EST-2* SOD-2* AAT-3* EST-2* SOD-2* 
1 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 51 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
2 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 52 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
3 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 53 1001100 lOO/lOO 70/100 
4 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 54 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
5 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 55 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
6 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 56 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
7 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 57 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
8 lOO/lOO lOO/lOO 701100 58 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
9 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 59 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
10 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 60 lOO/lOO 801100 lOO/lOO 
11 94/100 80/100 lOO/lOO 61 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
12 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 62 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
13 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 63 lOO/lOO 1001100 701100 
14 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 64 lOO/lOO lOO/lOO 701100 
15 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 65 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
16 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 66 1001100 lOO/lOO 70/100 
17 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 67 lOO/lOO 1001100 lOO/lOO 
18 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 68 lOO/lOO 801100 lOO/lOO 
19 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 69 lOO/lOO lOO/lOO 701100 
20 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 70 94/100 lOO/lOO lOO/lOO 
21 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 71 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
22 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 72 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
23 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 73 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
24 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 74 lOO/lOO 801100 1001100 
25 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 75 lOO/lOO 1001100 70/100 
26 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 76 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
27 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 77 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
28 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 78 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
29 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 79 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
30 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 80 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
31 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 81 1001100 lOO/lOO 70/100 
32 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 82 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
33 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 83 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
34 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 84 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
35 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 85 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
36 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 86 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
37 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 87 lOO/lOO lOO/lOO 701100 
38 lOO/lOO lOO/lOO 1001100 88 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
39 94/100 lOO/lOO 1001100 89 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
40 1001100 lOO/lOO 100/100 90 94/100 lOO/lOO 70/100 
41 lOO/lOO 100/100 70/100 91 lOO/lOO lOO/lOO 70/100 
42 lOO/lOO 801100 1001100 92 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
43 1001100 100/100 100/100 93 100/100 lOO/lOO 70/100 
44 100/100 100/100 70/100 94 lOO/lOO lOO/lOO lOO/lOO 
45 lOO/lOO 100/100 100/100 95 lOO/lOO lOO/lOO 100/100 
46 100/100 lOO/lOO 70/100 96 lOO/lOO 100/100 70/100 
47 100/100 100/100 70/100 97 1001100 100/100 lOO/lOO 
48 100/100 100/100 70/100 98 1001100 lOO/lOO lOO/lOO 
49 100/100 lOO/lOO 1001100 99 100/100 lOO/lOO lOO/lOO 
50 100/100 100/100 100/100 100 lOO/lOO 100/100 70/100 
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Frecuencias génicas de todos los loci en todas las muestras 
ATLl ATL2 CAN MED 
AH-1·1(}(l 1 1 
AH-2"lOQ 1 1 
AH-3*100 1 1 
AK-1*100 1 1 
AK-2*100 1 1 
ADA"100 1 1 
ADH*80 0,022 0,01 o 
ADH*lOO 0,978 0,985 1 
ADH*120 O 0,005 O 
AAT-1*100 0,989 1 1 1 
AAT-1*140 0,011 o o o 
AAT-2"100 1 1 1 1 
AAT-3'*94 0,222 6,S34 o 0.025 
AAT-3'*100 0.767 0.766 1 0.975 
AAT-3*107 O,OH o o o 
CAT-1*100 1 1 
CAT-2*100 1 1 
CK-1"100 1 1 
CK-2*100 1 1 
DIA-1"100 1 1 1 1 
DIA-2*83 0,25 o o o 
DIA-2* 100 0,75 1 1 1 
PEPA-1"100 1 1 
PEPA-2*100 1 1 
PEPA-3"100 1 1 
ENDOP-1"100 1 1 
ENDOP-2"100 1 1 
ENDOP-3"100 1 1 
MEP-1"63 0,088 
° 
o 
MEP-1* 100 0.841 1 1 
MEP-1*137 0,071 O 
° MEP·2* 100 1 0,925 1 MEP·2*170 
° 
0,075 o 
MEP-3*100 1 1 
EST-1"lOO 1 1 1 1 
EST·2*SO O 0.011 o 0.025 
EST·2"lOO 1 0.989 1 0.975 
EST-3"lOO 1 1 1 1 
EST4*100 1 1 1 1 
EST·5·lOO 1 1 
EST-6"lOO 1 1 
ACP-1*100 1 1 
ACP-2* lOO 1 1 
ACP-3"100 1 1 
PGM-1*100 1 1 1 
PGM-2*100 1 1 1 
PGM·S"lOO 1 1 
PGDH-l*100 1 1 
PGDH-2*100 1 1 
FH-l"l00 1 1 
FH-2"100 1 1 
G3PDH-1"lOO 1 1 1 
GSPDH-2·100 1 1 1 
G6PDH-l"100 1 1 
G6PDH-2*100 1 1 
GPI·l* 100 1 1 1 
GPI-2"100 1 1 1 
GLUDH"l00 1 1 1 
HK·1*100 1 1 
HK-2*l00 1 1 1 
IDDH-1'*100 1 1 1 
IDDH·2"100 1 1 
IDHP·l*l00 1 1 1 
IDHp·2"lOO 1 1 1 
LDH-l"100 0,995 1 0.925 1 
LDH-l·167 0,005 o o o 
WH-l"350 O o 0.075 o 
WH-2*100 1 1 0,85 1 
LDH·2"170 O o 0.15 o 
LDH·S·lOO 1 1 1 1 
MDH·1*100 1 1 
MDH·2*100 1 1 1 
MDH-3"100 1 1 1 1 
MDH4·100 1 1 1 1 
MPI·1*100 1 1 
MP/·2*100 1 1 
SKDWl00 1 1 
SUCDH·1*100 1 1 
SUCDH-2* 100 1 1 
SUCDH·S*100 1 1 
SOD-l*100 1 1 
SOD-2*70 0,195 0.151 o 0,25 
SOD-2*100 0,783 0.844 1 0.75 
SOD-2*130 0,022 0.005 o o 
XDH·l*l00 1 1 
XDH-2*73 o 0,45 o 
XDH-2*100 1 0,55 1 
XDH-S*100 1 1 
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Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
ADH* 
ADH*80 
ADH*100 
ADH*120 
Esperados 
ATLl 
4 
176 
° 180 
1,89 
177,80 
0,31 
180 
2,36 
0,02 
0,31 
Chi-cuadrado= 1L..6..:;..,4_9 _ ..... 
ADH*80 
ADH*100 
ADH*120 
Esperados 
ATLl 
4 
176 
° 180 
2,90 
176,61 
0,48 
180 
0,41 
0,00 
0,48 
Chi-cuadrado= 1L..1..:;..,7_4 _ ..... 
ADH*80 
ADH*100 
ATLl 
4 
176 
180 
Chi-cuadrado= 11-2..:;..,6_1 _ ..... 
ATL2 
2 
189 
1 
192 
2,01 
189,65 
0,34 
192 
0,00 
0,00 
1,31 
ATL2 
2 
189 
1 
192 
3,10 
188,39 
0,52 
192 
0,39 
0,00 
0,45 
MED 
MED 
° 200 
° 200 
2,10 
197,55 
0,35 
200 
2,10 
0,03 
0,35 
P>0,10 
6 
365 
1 
372 
P>0,30 
4 
376 
380 
P>0,10 
6 
565 
1 
572 
APÉNDICE JII 
ATL2 MED 
ADH*80 2 
° 
2 
ADH*100 189 200 389 
ADH*120 1 
° 
1 
192 200 892 
Esperados 0,98 1,02 
190,53 198,47 
0,49 0,51 
192 200 
1,06 1,02 
0,01 0,01 
0,53 0,51 
Chi-cuadrado= 13,15 P>0,20 
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Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
AAT-l* 
ATLl ATL2 CAN MED 
AAT-l*100 178 192 40 J 610 AAT-l*140 2 ° ° 2 180 192 40 612 
Esperados 179,41 191,37 39,87 199,3 
0,59 0,63 0,13 0,65 
180 192 40 200 
0,°°1 0,01 0,00 0,00 3,39 0,63 0,13 0,65 
Chi-cuadrado= 14,82 P=0>0,10 
ATLl ATL2 
AAT-l*100 178 19~ 370 AAT-l*140 2 2 
ISO 372 19 
Chi-cuadrado= 10,57 P>0,30 
ATLl CAN 
AAT-l*100 178 l 218 AAT-l*140 2 2 180 220 
Chi-cuadrado= 10,06 P>0,70 
ATLl MED 
AAT-l*100 178 
:J 
378 
AAT-l*140 2 2 
180 380 
Chi-cuadrado= 10,62 P>0,30 
266 APÉNDICE 111 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
AAT-3* 
ATLl ATL2 CAN MED 
AAT-3*94 40 45 
° 
5 90 
AAT-3*100 138 147 40 195 520 
AAT-3*107 2 O O O 2 
180 192 40 200 612 
Esperados 26,47 28,24 5,88 29,41 
152,94 163,14 33,99 169,93 
0,59 0,63 0,13 0,65 
180 192 40 200 
6,92 9,95 5,88 20,26 
1,46 1,60 1,06 3,70 
3,39 0,63 0,13 0,65 
Chi-cuadrado= 155,63 P<O,OOl 
ATLl ATL2 
AAT-3*94 40 45 85 
AA T-3* 1 00 138 147 285 
AAT-3*107 2 
° 
2 
180 192 372 
Esperados 41,13 43,87 
137,90 147,lC 
0,97 1,03 
180 192 
0,03 0,03 
0,00 0,00 
1,10 1,03 
Chi-cuadrado= 12,19 P>0,30 
..... 
APÉNDICE III 
ATLl CAN 
AAT-3*94 40 
° 
40 
AA T-3 * 1 00 138 40 178 
AAT-3*107 2 
° 
2 
180 40 220 
Esperados 32,73 7,27 
145,64 32,36 
1,64 0,36 
180 40 
1,62 7,27 
0,40 1,80 
0,08 0,36 
Chi-cuadrado= 111,54 P<O,Ol 
ATLl MED 
AAT-3*94 40 5 45 
AAT-3*100 138 195 333 
AAT-3*107 2 
° 
2 
180 2()(] 380 
Esperados 21,32 23,68 
157,74 175,2E 
0,95 1,05 
180 200 
16,38 14,74 
2,47 2,22 
1,17 1,05 
Cm-cuadrado= 138,03 P<O,OOl 
ATL2 CAN 
AAT-3*94 45 
° 
45 
AAT-3*100 147 ·40 187 
192 40 232 
Cm-cuadrado= 110,18 P<O,Ol 
268 APÉNDICE III 
ATL2 MED 
AAT-3*94 45 5 50 
AAT-3*100 147 195 342 
192 200 392 
Chi-cuadrado= 136,73 P<O,OOl 
CAN MED 
AAT-3*94 O ~~ 5 AAT-3*100 40 235 40 240 
Chi-cuadrado= 10,16 P>0,60 
APÉNDICE 111 269 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
DIA-2* 
ATLl ATL2 CAN MED 
DIA-2*83 45 O O O 45 
DIA-2*100 135 192 40 200 567 
180 192 40 2 612 
Esperados 13,24 14,12 2,94 
166,76 177,88 37,06 
180 192 40 
76,24 14,12 2,94 14,71 
6,05 1,12 0,23 1,17 
Chi-cuadrado= 1116,57 P<O,OOl 
ATLl ATL2 
DIA-2*83 45 O 45 
DIA-2*100 135 19 327 
180 19 372 
Chi-cuadrado= 152,28 P<O,OOl 
ATLl CAN 
DIA-2*83 45 O 45 
DIA-2*100 135 40 175 
180 4 220 
Chi-cuadrado= 111,08 P<O,OOl 
ATLl MED 
DIA-2*83 45 O 45 
DIA-2*100 135 20 335 
180 2 380 
Chi-cuadrado= 154,35 P<O,OOl 
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Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
MEP-l* 
ATL2 CAN MED 
MEP-l*63 15 O O 15 
MEP-l*100 143 40 200 383 
MEP-l*137 12 O O 12 
170 40 200 410 
Esperados 6,22 1,46 7,32 
158,80 37,37 186,83 
4,98 1,17 5,85 
170 40 200 
12,40 1,46 7,32 
1,57 0,19 0,93 
9,92 1,17 5,85 
Chi-cuadrado= 140,80 P=O<O,OOl 
ATL2 CAN 
MEP-l*63 15 O 15 
MEP-l*100 143 40 183 
MEP-l*137 12 O 12 
170 40 210 
Esperados 12,14 2,86 
148,14 34,86 
9,71 2,29 
170 40 
0,67 2,86 
0,18 0,76 
0,54 2,29 
Chi-cuadrado= 17,29 P=0<0,05 
APÉNDICE III 271 
ATL2 MED 
MEP-l*63 15 O 15 
MEP-l*100 143 200 343 
MEP-l*137 12 O 12 
170 200 370 
Esperados 6,89 8,11 
157,59 185,41 
5,51 6,49 
170 200 
9,54 8,11 
1,35 1,15 
7,63 6,49 
Chi-cuadrado= 134,27 P=O<O,OOl 
272 APÉNDICE 111 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
MEP-2* 
ATL2 CAN MED 
MEP-2*100 192 37 :~ 429 MEP-2*170 ° 3 3 192 40 432 
Esperados 190,67 39,72 198,61 
1,33 0,28 1,39 
192 40 200 
0,01
1 
0,01 0,19 
1,33 26,68 1,39 
Chi-cuadrado= 129,61 P=O<O,OOl 
ATL2 CAN 
MEP-2*100 192 :~ 229 MEP-2*170 ° 3 192 232 
Chi-cuadrado= 19,30 P=O<O,Ol 
CAN MED 
MEP-2*100 37 
:l 237 MEP-2*170 3 3 40 240 
Chi-cuadrado= 19,72 P=O<O,Ol 
APÉNDICE III 273 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
EST-2* 
ATLl ATL2 CAN MED 
EST-2*80 
° 
2 
° i~ 7 EST-2*100 180 190 40 605 180 192 40 612 
Esperados 2,06 2,20 0,46 2,29 
177,94 189,80 39,54 197,71 
180 192 40 200 
2,06 0,02 0,46 3,22
1 0,02 0,00 0,01 0,04 
Chi-cuadrado= 15,82 P>O,IO 
ATLl ATL2 
ES T-2 *80 
° 19; 2 EST-2*100 180 370 
180 372 19 
Chi-cuadrado= 10,44 P>0,50 
ATLl MED 
EST-2*80 
° i~ 5 ES T-2* 100 180 375 180 380 
Chi-cuadrado= 12,84 P>0,05 
ATL2 CAN 
EST-2*80 2 .~ 2 EST-2*100 190 230 192 232 
Chi-cuadrado= 10,09 P>0,70 
274 APÉNDICE 111 
ATL2 MED 
EST-2*80 2 ~ 7 EST-2*100 190 385 192 392 
Chi-cuadrado= 10,50 P>0,30 
CAN MED 
EST-2*80 O ~~ 5 EST-2*100 40 235 40 240 
Chi-cuadrado= 10,16 P>0,50 
APÉNDICE III 275 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
LDH-l* 
ATLl ATL2 CAN MED 
LDH-l*100 179 192 37 200 608 
LDH-l*167 1 
° ° ° 
1 
LDH-l*350 
° ° 
3 
° 
3 
180 192 40 200 612 
Esperados 178,82 190,75 39,74 198,6~ 
0,29 0,31 0,07 0,33 
0,88 0,94 0,20 0,98 
180 192 40 200 
0,00 0,01 0,19 0,01 
1,69 0,31 0,07 0,33 
0,88 0,94 40,10 0,98 
Chi-cuadrado= 145,51 P=O<O,OOl 
ATLl ATL2 
LDH-l*l00 179 19~ 371 LDH-l*167 1 1 
180 372 19 
Chi -cuadrado= 10,00 P=0>0,95 
ATLl CAN 
LDH-l*l00 179 37 216 
LDH-l*167 1 
° 
1 
LDH-l*350 
° 
3 3 
180 40 220 
Esperados 176,73 39,27 
0,82 0,18 
2,45 0,55 
180 40 
0,03 0,13 
0,04 0,18 
2,45 11,05 
Chi-cuadrado= 113,88 P=O<O,Ol 
276 APÉNDICE 111 
ATLl MED 
LDH-l*100 179 ~ 379 LDH-l*167 1 1 180 380 
Chi-cuadrado= 10,00 P=O<O,70 
ATL2 CAN 
192 37 229 
O 3 3 
192 40 232 
9,301 P<O,OI 
CAN MED 
37 :~ 237 3 3 40 240 
9,721 P=O<O,OI 
APÉNDICE III 277 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
LDH-2* 
ATLl ATL2 CAN MED 
LDH-2*100 180 192 34 :~ 606 LDH-2*175 O O 6 6 180 192 40 612 
Esperados 178,24 190,12 39,61 
1,76 1,88 0,39 
180 192 40 
0,02 0,02 0,79 0,02 
1,76 1,88 80,19 1,96 
Chi-Cuadrado= 186,65 P=0<0,001 
ATLl CAN 
LDH-2*100 180 l 214 LDH-2*175 O 6 180 220 
Chi-Cuadrado= 122,39 P=0<0,001 
ATL2 CAN 
LDH-2*100 192 :¡ 226 LDH-2*175 O 6 192 232 
Chi-Cuadrado= 123,91 P=0<0,001 
CAN MED 
LDH-2*100 34 :~ 234 LDH-2*175 6 6 40 240 
Chi-Cuadrado= 124,92 P=0<0,001 
278 APÉNDICE III 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
SOD-2* 
ATLl ATL2 CAN MED 
SOD-2*70 35 29 . 
° 
50 114 
SOD-2*100 141 162 40 150 493 
SOD-2*130 4 1 
° ° 
5 
180 192 40 200 612 
Esperados 33,53 35,76 7,45 37,25 
145,00 154,67 32,22 161,11 
1,47 1,57 0,33 1,63 
180 192 40 200 
0,06 1,28 7,45 4,36 
0,11 0,35 1,88 0,77 
4,35 0,21 0,33 1,63 
Chi-cuadrado= 122,77 P=O<O,OOI 
ATLl ATL2 
SOD-2*70 35 29 64 
SOD-2*100 141 162 303 
SOD-2*130 4 1 5 
180 192 372 
Esperados 30,97 33,03 
146,61 156,39 
2,42 2,58 
180 192 
0,53 0,49 
0,21 0,20 
1,03 0,97 
Chi-cuadrado= 13,43 P=0>0,10 
APÉNDICE 111 279 
ATLl CAN 
SOD-2*70 35 
° 
35 
SOD-2*100 141 40 181 
SOD-2*130 4 
° 
4 
180 40 220 
Esperados 28,64 6,36 
148,09 32,91 
3,27 0,73 
180 40 
1,41 6,36 
0,34 1,53 
0,16 0,73 
Chi-cuadrado= 110,53 P=O<O,Ol 
ATLl MED 
SOD-2*70 35 50 85 
SOD-2*100 141 150 291 
SOD-2*130 4 
° 
4 
180 200 380 
Esperados 40,26 44,74 
137,84 153,1€ 
1,89 2,11 
180 200 
0,69 0,62 
0,07 0,07 
2,34 2,11 
Chi-cuadrado= 15,89 P=0>0,05 
280 APÉNDICE 111 
ATL2 CAN 
SOD-2*70 29 
° 
29 
SOD-2*100 162 40 202 
SOD-2*130 1 
° 
1 
192 40 232 
Esperados 24,00 5,00 
167,17 34,83 
0,83 0,17 
192 40 
1,04 5,00 
0,16 0,77 
0,04 0,17 
Chi-cuadrado= 17,18 P=0<0,05 
ATL2 MED 
SOD-2*70 29 50 79 
SOD-2*100 162 150 312 
SOD-2*130 1 
° 
1 
192 200 392 
Esperados 38,69 40,31 
152,82 159,18 
0,49 0,51 
192 200 
2,43 2,33 
0,55 0,53 
0,53 0,51 
Chi-cuadrado= 16,88 P=0<0,05 
CAN MED 
SOD-2*70 
° ~; 50 SOD-2*100 40 190 40 240 
Chi-cuadrado= 111,16 P=O<O,OOl 
APÉNDICE UI 281 
Análisis de heterogeneidad entre muestras de las frecuencias génicas para ellocus 
XDH-2* 
XDH-2*100 
XDH-2*73 
Esperados 
Chi-cuadrado= 
XDH-2*100 
XDH-2*73 
Chí-cuadrado= 
XDH-2*100 
XDH-2*73 
Chi -cuadrado= 
ATL2 
192 
O 
192 
184,00 
8,00 
192 
0,35 
8,00 
1184,07 
ATL2 
192 
O 
192 
187,48 
CAN 
22 
18 
40 
190,92 
CAN 
22 
18 
40 
38,33 
1,67 
40 
6,96 
160,07 
CAN 
22 
18 
4 
MED 
:l 
191,67 
8,33 
200 
0,36
1 8,33 
P=O<O,OOl 
214 
18 
232 
P=O<O,OOl 
222 
18 
240 
P=O<O,OOl 
414 
18 
432 

6.4. APÉNDICE IV 

Cálculo de la distancia e identidad genética entre ATL1 y ATL2 basado en 15 loci comunes. 
AAT:rlOO 
AAT·l·140 
AAT·Z·lOO 
AAT·3·94 
AAT·3·100 
AAT-3·107 
DlA·l"lOO 
DIA·Z"83 
DIA-2*l00 
EST·l"l00 
EST-2*80 
EST·Z"100 
EST-3"lOO 
EST-4'"100 
WH·¡·lOO 
LDH·l" 167 
LDH-2*l00 
WH-2*115 
WH·3"lOO 
MDH-3·100 
MDH-4"100 
SOD·2*70 
SOD·Z"l00 
SOD·2*130 
I ATLlOOI ATL20012nOOI2nOO I XiA31Da"21 Yi"21rviA 21 Xi*YilDa"YiI2nOO"WA 212nOO"¡Yi"21 1<2n(X)"DaA 2).1)1I3n(X)·dl(2n(y)"rviA2).1)/[2nOO·t1 
0,989 1 0,9781 1 0,989 
0,011 O ISO 192 0,00010,9782 o O 0,989 176,08356 
1 1 180 192 1 1 1 1 1 1 180 
0,222 0,234 0,0493 0,0548 0,0519 
0,767 0,766 0,5883 0,5868 0,5875 
0,011 O ISO 192 0,0001 0,6377 O 0,6415 O 0,63947 114,78492 
1 1 180 192 1 1 1 1 1 1 ISO 
0,25 O 0,0625 O O 
0,75 1 ISO 192 0,56250,625 1 0,75 0,75 
1 1 180 192 1 1 1 1 1 
O 0,011 O 0,0001 O 
1 0,989 ISO 192 1 0,9781 0,9782 0,989 0,989 
1 1 ISO 192 1 1 1 1 1 
1 1 ISO 192 1 1 1 1 1 
0,995 1 0,99 1 0,995 
0,005 O 180 192 3E·05 0,9901 O O 0,995 
1 1 1 1 1 
O O 60 192 o O O 
1 1 60 192 1 1 1 
1 1 60 192 1 1 1 
1 1 60 192 1 1 1 1 1 
0,195 0,151 0,038 0,0228 0,0294 
0,783 0,844 0,6131 0,7123 0,6609 
112,5 
180 
ISO 
180 
lOO 
178,209 
60 
60 
60 
60 
192 
192 
123,170304 
192 
192 
192 
187,822464 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
0,978120447 
I 
0.635669944 
1 
0.622905028 
1 
0,989994413 
O,6:l9635099 
1 
0,978128084 
1 
1 
0,022 0,005 180 192 .--º.0005 0.6516 3E·05 0.7352 0.0001 0.6904.1 117.28764 l<!LlfiJ104 0.64965162 0,733775414 
I---.I4;0529 13,87634145 14,3515386 
15= Total nOloci V15 0,93686 0,92508943 0,95676924 
[= 0,99581468 
D= 0,004194102 
~ ~ 
...... 
~ 
:::: 
t.':I 
¡~ 
Cálculo de la distancia e identidad genética entre ATLl y CAN basado en 1510ci comunes. 
·1* 
AAT·1*140 
AAT·2*100 
AAT·3*94 
AAT·3*100 
AAT·3*107 
DlA·l*100 
DlA·2*S3 
DlA·2*100 
E8T·l*100 
E8T·2*SO 
E8T·2*100 
E8T-3*100 
E8T4*100 
LDH·l*100 
WH·l*125 
LDH·l*167 
WH·2*100 
WH·2*115 
WH·3*100 
MDH-3*I00 
MDH4*100 
80D·2*70 
80D·2*100 
80D-2*130 
ATLl(X)1 CAN(Y) 
0,989 1 
0,011 O 
1 1 
0,222 O 
0,767 1 
0,011 O 
1 1 
0,25 O 
0,75 1 
1 1 
O O 
180 
180 
180 
180 
180 
180 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
1 1 180 40 
1 1 180 40 
1 1 180 40 
0,0493 
0,995 0,925 0,99 
O 0,075 O 
0,005 O 180 40 3E-05 
1 0,85 1 
O 0,15 60 40 O 
1 1 60 40 1 
1 1 60 40 1 
1 1 60 40 1 
0,195 O 0,038 
0,783 1 0,6131 1 0,783 
0,989 
1 
176,08356 
180 
114,78492 
180 
112,5 
180 
180 
180 
180 
0,92038 178,209 
0,85 
1 
1 
1 
60 
60 
60 
60 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
34,45 
29,8 
40 
40 
40 
0,978120447 
1 
0,635669944 
1 
0,622905028 
1 
0,989994413 
0.022 O 180 40 0,0005 0,6516 O O 0.7113 117,28764 40 0,64965162 
:E 14,0594 13,87634145 
15= Total nQ de 100 V15 0,93729 0,92508943 
1= 0,987891639 
D= 0,012182264 
0,857692308 
0,738461538 
. 1 
1 
1 
14,59615381> 
0,973076923 
"" i 
~ 
~ 
?5 l>:I 
~ 
Cálculo de la distancia e identidad genética entre ATL1 y MEO basado en 15 loci comunes. 
lfAT:l'i lOO 
AAT· 1* 140 
AAT·2*l00 
AAT·3*94 
AAT·3*lOO 
AAT·3*107 
DlA·l*lOO 
DlA·2*83 
DlA·2*¡OO 
EST-l*l00 
EST-2·SO 
EST·2·100 
EST·3·100 
EST-4·100 
WH·1*l00 
LDH·1·125 
WH·l·167 
WH·2*100 
WH·2*115 
WH·3·100 
MDll·3·100 
MDH-4·100 
SOD·2*70 
SOD·2*lOO 
SOD·2*130 
'''21 yj"2 
1 0,9781 1 
° ISO 100 0,0001 0,9782 ° 
1 ISO 100 1 I I I 
0,025 0,0493 0,0006 
0,975 0,5883 0,9506 0,7478 
0,989 176,08356 
180 
° 180 100 0,0001 0,6377 O 0,9513 O 0,75338 114,78492 
1 ISO 100 1 1 1 1 1 1 ISO 
0,25 ° 0,0625 O ° 
0,75 1 ISO 100 0,5625 0,625 1 0,75 0,75 
1 1 180 100 1 1 1 1 1 
O 0,025 ° 0,0006 ° 
1 0,975 ISO 100 1 0,9506 0,9513 0,975 0,975 
1 1 ISO 100 1 1 1 1 1 
1 1 ISO 100 1 1 1 1 1 
0,995 1 0,99 1 0,995 
O O O ° ° 0,005 ° ISO 100 3E-05 0,9901 O O 0,995 
I 1 I 1 1 
O O 60 100 ° O O 
1 1 60 100 1 1 1 
1 1 60 100 1 1 1 
1 1 60 100 1 1 1 1 
0,195 0,25 0,038 0,0625 0,0488 
0,783 0,75 0,6131 0,5625 0,5873 
112,5 
180 
180 
180 
180 
178,209 
60 
60 
60 
60 
100 
100 
95,125 
100 
100 
100 
95,125 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
0,978120447 
1 
0,635669944 
1 
0,622905028 
1 
0,989994413 
Yi"2).l J/[2n(Y}·1 
0,950757576 
1 
0,950757576 
1 
.1 
0.Og2_ O ISO 100 0.0005 0.6516 O 0.625 O 0.6~7i28764 62,5 0,64965162 0.621212121 
r-- 14,0984 13,81634145 14,52272727 
15= Total n·IOO V15 0,93989 0,92508943 0,968181818 
1= 0,993133149 
D= 0,006890536 
~ ~ 
..... 
~ 
::¿ 
~ 
Cálculo de la distancia e identidad genética entre ATL2 y CAN basado en 15 loci comunes. 
·1·1 
AAT-1"140 
AAT·2"100 
AAT·3"94 
AAT·3" 1 00 
AAT·3"107 
DIA·1"100 
DIA·2"83 
DIA·2"100 
EST-l"l00 
EST·2*80 
EST·2"100 
EST.:J*lOO 
EST4*lOO 
LDH·l"100 
LDH·1"350 
LDH·1*167 
LDH·2"lOO 
LDH·2"170 
LDH·3"100 
MDH.:J"l00 
MDH·4*100 
SOD·2"70 
SOD·2*100 
SOD·2*130 
ATL2(X)1 CAN(Y) 
o O 
1 1 
0,234 O 
0,766 1 
O O 
1 1 
O O 
1 1 
1 1 
0,011 O 
0,989 1 
1 1 
1 1 
1 0,925 
O 0,075 
O O 
1 0,85 
O 0,15 
1 1 
1 1 
1 1 
0,151 O 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
0,844 1 0,7123 1 0,844 
0,766 
1 
0,989 
1 
1 
0,925 
0,85 
1 
1 
1 
192 
192 
123,170304 
192 
192 
192 
187,822464 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
192 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
40 
34,45 
29,8 
40 
40 
40 
0,639635099 
1 
0,978128084 
1 
1 
0,005 O 192 40 .. 3E·05 0,7352 O.J __ O 0,844 141,151104 4Q.. 0,733775414 
15= Tolal nO loo 
L 14,37414,3515386 
:V15 0,95827 0,95676924 
(= 0,99313707 
D= 0,006886588 
Y¡"2).1]1l2n(Y).1 
0,857692308 
O,738offi 1538 
1 
1 
1 
14,59615385 
0,973076923 
~ 
~ 
~ 
..... 
&l 
.... 
'< 
Cálculo de la distancia e identidad genética entre ATL2 y MED basado en 15 loci comunes. 
AAT-l*100 
AAT-1*140 
AAT-2*100 
AAT·3*94 
AAT-3*100 
AAT·3*107 
DlA·l*l00 
DlA·2*100 
EST·I*100 
EST·2*80 
EST·2* lOO 
EST·3*100 
EST-4*l00 
LDH·I*l00 
LDH·l*l25 
WH·l*167 
LDH·2*100 
LDH·2*115 
WH·3*100 
MDH-3*l00 
MDH-4*l00 
SOD-2*70 
SOD·2*100 
SOD-2*130 
! ATL200! MED<Yl I 2n(XI!2nOOl XiA2llXiA21 YiA2!¡YIA2! Xi"X!lrxi°YI!2n(XI"¡XiA2!2n(Y)°¡Y¡A2! 1<2n(X)"LXiA21-1J1l2n(ltHU(2n(Y)"LYIA 2HJII2n\YI·lj 
1 1 1 1 1 
O O 192 200 O O O 
1 1 192 200 1 J 1 1 1 1 
0,234 0,025 0,0548 0.0006 0.0059 
0.766 0.975 0,5868 0.9506 0,7469 
O o 192 200 O 0.6415 O 0.9513 O 0.7527 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 
0,011 0,025 0.0001 0.0006 0,0003 
192 
192 
123,170304 
192 
192 
192 
0,989 0,975 192 200 0,9781 0,9782 0,9506 0,9513 0,9643 0,96455 187,822464 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 192 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 192 
1 1 1 1 1 
O O o O O 
o O 192 200 o O o 
1 1 1 1 1 
O O 192 200 O O O 
1 1 192 200 I I 1 
1 1 192 200 1 1 1 
1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 
0,151 0,25 0,0228 0.0625 0,0378 
0,844 0,75 0,7123 0,5625 0,633 
192 
192 
192 
192 
192 
200 
200 
190,25 
200 
200 
200 
190.25 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
0.639635099 
1 
1 
1 
0,978128084 
1 
1 
0,951005025 
1 
1 
1 
0,951005025 
1 
1 
0.005 J) 1~00 3E,0º0,7352 O 0.625 O 0.67075 141,1!UIJM 125 0.733775414 0.623115578 
r--I4,388 14,3515386 14,52512563 
15= Total nO loo V15 0,9592 0,95676924 0,968341709 
1= 0,996532 
D= 0.003474028 
~ ~ 
..... ~ 
~ 
~ 
i 
Cálculo de la distancia e identidad genética entre CAN y MED basado en 15 loci comunes. 
1l;!!"21 Yi"2 
1 1 1 
AAT·¡*140 O 
° 
40 200 O O 
° 
40 
AAT·2"lOO 1 1 40 200 1 1 1 1 40 
AAT·3*94 
° 
0,025 O 0,0006 
° AAT·3*lOO 1 0,975 1 0,9506 0,975 
AAT·3*107 
° ° 
40 200 O O 0,9513 O 0.975 40 
DlA·l*lOO 1 1 40 200 1 1 1 1 1 40 
DIA·2*lOO 1 1 40 200 1 t 1 t t 40 
EST·l*lOO t t 40 200 1 1 t t 1 40 
EST·2*80 O 0,025 O 0,0006 
° EST·2*lOO t 0,975 40 200 t 0,9506 0,9513 0,975 0.975 40 
EST.:J*lOO 1 1 40 200 1 t 1 1 1 40 
EST-4*lOO 1 1 40 200 1 1 1 t 1 1 40 
LDH·¡*¡OO 0,925 1 0,8556 t 0,925 
LDH·l*125 0,075 O 0,0056 
° 
O 
LDH·j*167 
° ° 
40 200 
° 
0,8613 O 0,925 34,45 
LDH·2*lOO 0,85 1 0,7225 1 0,85 
LDH·2*115 0,15 
° 
40 200 0,0225 0,745 O O 0,85 29,8 
LDH.:J*lOO 1 1 40 200 1 1 1 1 1 40 
MDH·3*lOO 1 1 40 200 1 1 1 1 1 40 
MDH·4*lOO 1 1 40 200 1 1 1 1 1 1 40 
SOD·2"70 O 0,25 O 0,0625 
° SOD·2"lOO 1 0,75 1 0,5625 0,75 
SOD·2*¡30 O O 40 200 O O 0,625 ° 0,75 40 ! 14,475 
15= Total n"IOO Ll15 0,965 
200 
200 
190.25 
200 
200 
200 
190,2') 
200 
200 
200 0,857692308 
200 0,738461538 
200 1 
200 1 
200 1 
125 1 
14,59615385 
0,973076923 
1= 0,994121365 
D= 0,005895982 
0,951005025 
1 
t 
1 
0,951005025 
1 
1 
1 
1 
. 1 
1 
0,623115578 
14,52512563 
0,968341709 
! 
~ ~ 
?5 
t'l 
~ 
6.5. APÉNDICE V 

Cálculo de la distancia y la identidad genética entre ATL2 y CAN basado en 30 loci comunes I~ 
ATL2(X>!CAN(Y) 12n(X) 12neY)! XiA2 ! r,Xi"'21 YiA 2 Ir,YiA 2! Xi·Yi Ir,Xi·Yi! 2n(X)·r,XiA 212n(Y)Or,Y¡'"21 [(2n(X)·IX¡"'21·1J112n(XH 1I (2n(y)"r,Yi'"2)·1 J112n(Y).111 I~ AAT-Z*/OO 1 1 1 1 1 ~ AAT-l*140 o o 192 40 o o o 192 40 
AAT·2*¡OO 1 1 192 40 1 192 40 
AAT-3*94 0,234 o 0,0548 o o 
AAT-3*100 0,766 1 0,5868 1 0,766 
AAT-3*¡07 o o 192 40 o 0,6415 o o 0,766 123,170304 40 0,639635099 
DIA-l*loo 192 40 1 1 1 1 192 40 1 
DIA·2*83 o o o o o 
DIA-2*¡OO 1 1 192 40 1 192 40 
MEp·¡*63 0,088 o 0,0077 o o 
MEp·¡*loo 0,841 1 0,7073 1 0,841 
MEp·1*137 0,071 o 192 40 0,005 0,7201 o 1 o 0,841 138,252672 40 0,718600377 
MEp·2"'100 1 0,925 1 0,8556 0,925 
MEp·2*170 o 0,075 192 40 O 0,0056 0,8613 o 0,925 192 34,45 0,857692308 
E."lT-I*loo 1 192 40 1 1 1 1 192 40 1 
EST-2"'80 0,011 o 0,0001 o o 
EST-2*loo 0,989 192 40 0,9781 0,9782 1 0,989 0,989 187,822464 40 0,978128084 
EST-3*loo 1 192 40 1 1 1 1 1 192 40 1 
EST-4*loo 192 40 1 192 40 
PGM-1* lOO 192 40 192 40 
PGM-2*1oo 192 40 192 40 
PGDH·2*100 192 40 192 40 
G3PDH-l*loo 192 40 192 40 
G3PDH-2* 100 192 40 192 40 
GP1-1*loo 192 40 192 40 
GPl-2*100 192 40 192 40 
GLUDH*loo 192 40 192 40 
HK·2*loo 192 40 192 40 
lDDH-l*100 192 40 192 40 
lDIIP-1*loo 196 40 196 40 
lDHP-2*¡00 196 40 196 40 
LDH-1*100 1 0,925 0,8556 0,925 
LDH-l*350 o 0,075 192 40 o 0,0056 0,8613 o 0,925 192 34,45 0,857692308 
LDH-2*loo 0,85 1 0,7225 0,85 
LDH-2*170 o 0,15 192 40 o 0,02250,745 o 0,85 192 29,8 0,738461538 
LDH-3*¡oo 1 192 40 1 1 1 192 40 1 
MDH-3*loo 1 192 40 192 40 1 
MDH-4*¡00 1 192 40 192 40 
SOD-2"70 0,151 o 0,0228 o o 
SOD-2*100 0,844 0,712:1 1 0,844 
SOD-2"130 0,005 O 192 40 3E-05 0,7352 o o 0,844 141,151104 40 O,73377541~ 
XDH-2*73 o 0,45 o 0,2025 o 
XDH-2*100 0,55 192 40 0,3025.01'05 0,55 0155 192 20,2 0,492307692 
r, 28,69 29,07013897 28,94615385 
30.. Total n" loci V-30 0,95633 0,969004632 0,964871795 
1: 0,989034774 I~ D= 0,011025788 
Cálculo de la distancia y la identidad genética entre ATL2 y MED basado en 30 loci comunes If 
ATL2(X~MED(Y)12n(X) 12n(Y) I XiA2 I LXiA21 YIA2 I LYIA2I Xi·YI ILXi·YI I 2n(X)·LXiA212n(Y)·LYiA21 «2n(X)·LXiA2)-l]1[2n(X)-111 «2n(Y)·LYIA2)-l]1[2nOO-l11 
AAT-1·100 1 1 1 1 1 
AAT-1·140 O O 192 200 O O O 192 200 
AAT-2·100 192 200 1 192 200 
AAT-3·94 0,234 0,025 0.0548 0,0006 0,0059 
AAT-3·100 0,766 0,975 0.!)868 0,9506 0,7469 
AAT-3·107 O O 192 200 O 0,6415 O 0,9513 O 0,7527 123,170304 190,25 0,639635099 0,951005025 
DIA-1·100 192 200 1 1 1 1 1 192 200 1 1 
DIA-2·S3 O O O O O 
DIA-2·100 192 200 1 1 192 200 
MEP-1·63 0,088 O 0,0077 O O 
MEP-1·100 0,841 0,7073 1 0,841 
MEP-1·137 0,071 O 192 200 0,005 0,7201 O O 0,841 138,252672 200 0,718600377 
MEP-~100 1 1 1 1 1 
MEP-2·170 O O 192 200 O O O 192 200 
EST-1·100 192 200 192 200 
EST-~SO 0,011 0,025 0,0001 0,0006 0,0003 
EST-2·100 0,989 0,975 192 200 0,9781 0,97820,9506 0,9513 0,9643 0,96455 187,822464 190,25 0,978128084 0,951005025 
EST-3·100 1 1 192 200 1 1 1 1 1 1 192 200 1 1 
EST-4·100 1 192 200 1 1 1 192 200 1 
PGM-1·100 1 192 200 1 192 200 1 
PGM-2·100 192 200 1 192 200 
PGDH-2·100 192 200 1 192 200 
G3PDH-1·100 192 200 1 192 200 
G3PDH-2·100 192 200 1 192 200 
GPI-1·100 192 200 1 192 200 
GPI-2·100 192 200 192 200 
GLUDH·lOO 192 200 192 200 
HK-2·100 192 200 192 200 
IDDH-1·100 192 200 192 200 
IDHP-1·100 196 200 196 200 
IDHP-~100 196 200 196 200 
LDH-1·100 1 
LDH-1·350 O O 192 200 O O O 192 200 
LDH-2·100 1 
LDH-2·170 O O 192 200 O O O 192 200 
LDH-3·100 192 200 1 192 200 
MDH-3·100 192 200 1 192 200 
MDH-4·100 192 200 1 1 1 1 192 200 
SOD-2·70 0,151 0,25 0,0228 0,0625 0,0378 
SOD-2·100 0,844 0,75 0,7123 0,5625 0,633 
SOD-2·130 0,005 O 192 200 3E-05 0,7352 O 0,625 O 0,67075 141,151104 125 0,733775414 0,623115578 
XDH-2·73 O O O O O 
XDH-2·100 1 192 200 1 192 200 I~ L 29,229 29,07013897 29,52512563 30= Total nOloci L/30 0,9743 0,969004632 0,984170854 ~ 
..... 
1= 0,997687489 I~ D= 0,002315189 
Cálculo de la distancia y la identidad genética entre CAN y MED basado en 30 loci comunes ~ 
ICAN(X)IMEDmI2n(X) 12n(Y) I Xi"2IrXi"21 Y¡"2 I¿Y¡"2I XioYi Il:XioYi I 2nOO°l:Xi"212nmOrY¡"2I [(2n(X)OtX¡"2)·l]1[2n(X).1) I «2nmOrY¡"2).lJIT2nm.lJI ~ AAT-¡*¡OO 1 1 1 1 1 
AAT-¡*140 O O 40 200 O O 1 o 40 200 
'" AAT-2*1Of) 1 1 40 200 1 1 1 1 40 200 
AAT-3*94 O 0,025 O 0,0006 O 
AAT-3*¡OO 1 0,975 1 0,9506 0,975 
AAT-3*107 O O 40 200 O O 0,9513 O 0,975 40 190,25 0,951005025 
D1A-l*100 1 1 40 200 1 1 1 40 200 1 
DlA-2*83 O O O O O 
DlA-2*100 1 1 40 200 1 1 40 200 
MEP·l*63 O O O O O 
MEP-l*lOO 1 1 1 1 I 
MEP-l*137 O O 40 200 O O O 40 200 
MEP-2*l00 0,925 1 0,8556 1 0,925 
MEP-2*170 0,075 O 40 200 0,0056 0,8613 O O 0,925 34,45 200 0,857692308 
EST·l*100 1 1 40 200 1 1 1 1 1 40 200 1 
EST-2*80 O 0,025 O 0,0006 O 
EST-2*100 0,975 40 200 1 0,9506 0,9513 0,975 0,975 40 190,25 0,951005025 
EST-3*100 1 40 200 1 1 1 1 1 40 200 1 
EST-4*100 40 200 1 1 1 40 200 
PGM-l*¡OO 40 200 1 40 200 
PGM-2*100 40 200 1 40 200 
PGDH-2*100 40 200 40 200 
G3PDH-l*100 40 200 40 200 
G3PDH-2*100 40 200 40 200 
GP/-l*l00 40 200 1 40 200 
GP/-2*100 40 200 1 40 200 
Gl,UDH*l00 1 40 200 1 40 200 
HK-2*100 1 40 200 1 40 200 
lDDH-l*100 1 40 200 1 40 200 
lDHp-l*¡OO 1 40 200 1 40 200 
lDHP-2*100 40 200 40 200 
WH-l*100 0,925 0,8556 1 0,925 
WH-l*350 0,075 O 40 200 0,0056 0,8613 O O 0,925 34,45 200 0,857692308 
WH-2*100 0,85 1 0,7225 1 0,85 
WH-2*170 0,15 O 40 200 0,0225 0,745 O O 0,85 29,8 200 0,738461538 
WH-3·100 1 40 200 1 1 1 40 200 1 
MDH-3*100 1 1 40 200 1 40 200 
MDH-4*100 1 1 40 200 1 40 200 
SOD-2*70 O 0,25 O 0,0625 O 
SOD-2*100 1 0,75 0,5625 0,75 
SOD-2*130 O O 40 200 O 1 O 0,625 O 0,75 40 125 0,623115578 
XDH-2*73 0,45 O 0,2025 O O 
XD1f.2*l00 0,55 40 200 0,3025 O,r,05 0,55 0,55 20,2 200 0,492307692 1 
1 r 28,95 28,94615385 29,52512563 
30= Total nºloci V30 0,965 0,964871795 0,984170854 
1= 0,99027829 I~ D= 0,009769275 
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